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Abstrakt:   
Mitochondrie jsou jedny z nejkomplexnějších organel eukaryotické buňky. Mají vlastní 
genom a transkripční aparát a v buňkách zastávají několik zásadních funkcí. Odehrává se 
v nich podstatná část energetického metabolismu buňky, dochází zde k tvorbě železosirných 
komlexů, syntéze některých klíčových molekul a také jsou zásadní organelou pro průběh 
apoptózy. Pro udržení kvality proteinů i v jejich oxidativním prostředí mají mitochondrie 
vyvinutý systém proteáz zasahující do všech mitochondriálních kompartmentů, které 
poškozené proteiny odbourávají a podporují tak obrat mitochondriálních proteinů. Cílem této 
práce bylo charakterizovat funkci ClpP podjednotky matrixové proteázy ClpXP, jejíž role 
zatím nebyla v lidských buňkách příliš prozkoumána. Proto jsme v buněčné linii HEK 293 
utišili expresi ClpP pomocí RNA interference a následně provedli “rescue“ experiment, 
během kterého jsme reintrodukovali ClpP v buňce. Z našich výsledků vyplývá, že ClpP 
podjednotka se aktivně neúčastní apoptotické dráhy, ale zato je zásadní pro složení 
jednotlivých komplexů dýchacího řetězce i pro samotnou kvalitu mitochondrií. Zaznamenali 
jsme změny na úrovni hladiny podjednotek všech komplexů dýchacího řetězce. Také jsme 
ukázali, že systém mitochondriálních proteáz je značně funkčně provázaný a při vyřazení 
funkce ClpP dochází k jeho disbalanci. V takovém případě proteázy vnitřní mitochondriální 
membrány svou hladinou kopírují hladinu aktivního ClpP. Zjistili jsme, že ještě ničivější 
dopad než absence ClpP má na buňku utišení ClpX podjednotky. Celkově tyto výsledky 
potvrzují, že ClpXP je důležitou proteázou kontrolující kvalitu mitochondriálních proteinů a 
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Mitochondria are some of the most complex organelles of eukaryotic cell. They have 
their own genome and transcriptional apparatus and maintain several key cellular functions. A 
substantial part of cellular energetic metabolism happens in the mitochondria, as well as 
formation of iron-sulfur complexes, synthesis of several key molecules and they are also the 
essential organelles for the apoptotic pathway. In order to maintain the quality of proteins in 
their oxidative environment, mitochondria have developed a complex system of proteases that 
reaches all the mitochondrial compartments that degrade damaged proteins and thus promote 
mitochondrial turnover. The aim of this work was to characterise function of ClpP subunit of 
ClpXP matrix protease, which role was not yet extensively investigated in human cells. 
Therefore, we used RNA-interference to silence expression of ClpP in HEK 293 cells and 
then we performed rescue experiment during which we reintroduced ClpP in cells. Our results 
show that the ClpP subunit does not actively participate in apoptotic pathway, nevertheless it 
is essential for correct assembly of all the respiratory complexes as well as the quality of 
mitochondria itself. We have also shown that the system of mitochondrial proteases is highly 
functional and that a lack of ClpP proteolytic function causes its disbalance when proteases of 
inner mitochondrial membrane copy the level of active ClpP by their own levels. We found 
out that absence of ClpX has even more drastic effect on cells then absence of ClpP. Overall 
these results confirm that ClpXP complex is an important mitochondrial quality control 
protease that ensures the maintenance of healthy mitochondrion status in human cells.  
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1. Teoretický úvod 
1.1 - Mitochondrie 
1.1.1- Původ 
Mitochondrie patří mezi nejkomplexnější organely eukaryotických buněk. Byly popsány 
už v roce 1890 pruským vědcem Richardem Altmannem, který je pojmenoval bioblasty 
(Altmann, 1890). Vyskytují se téměř u všech eukaryot a předpokládá se, že byly součástí 
LECA (last eukaryotic common ancestor) - posledního předka všech dnes žijících eukaryot. 
Už Altmann si všiml určité podobnosti mezi bioblasty a některými bakteriemi. V roce 1967 
pak americká bioložka Lynn Saganová předložila dodnes uznávanou endosymbiotickou teorii. 
Podle té jsou některé organely eukaryotických buněk (mitochondrie, plastidy a bazální 
tělísko) pozůstatky po bakteriích, které byly v minulosti pohlceny preeukaryotickou buňkou 
pravděpodobně archeálního typu (Sagan, 1967). Vzhledem k symbióze nemusely tyto bakterie 
uchovávat některé funkce, a postupně došlo k jejich redukci na dnešní tzv. semiautonomní 
organely.  
Za předka mitochondrií dnešních eukaryotických buněk bývá považována 
α-proteobakterie, pravděpodobně z řádu Rickettsiales, rod Rickettsia (Carvalho et al., 2015). 
Tuto teorii o původu podporuje jak shoda na úrovni DNA, tak to, že stejně jako 
α-proteobakterie, i mitochondrie má dvě membrány. Ty mají podobnou charakteristiku jako 
membrány Gram negativních bakterií (Gray et al., 2001). Na základě shody aminokyselinové 
sekvence několika základních proteinů dýchacího řetězce byly za nejpříbuznější známé 
v současnosti žijící bakterie označeny právě Rickettsie (Carvalho et al., 2015).  
V rámci eukaryot ale přesto neplatí, že by každá buňka měla vlastní mitochondrie. U 
některých organismů, žijících v anaerobních podmínkách, došlo časem k jejich redukci - časté 
je to především u parazitů. Takto vznikly hydrogenozomy a mitozomy, které často nemají ani 
vlastní genom (Archibald, 2015). Nedávné poznatky dokonce ukazují na možnou existenci 
eukaryot bez jakéhokoliv rezidua mitochondrií, kde veškeré mitochondriální funkce byly 
nepotřebné nebo nahrazeny komplexy v cytosolu. I u nich se ale, vzhledem ke komplexitě a 
postavení ve fylogenetickém stromu, dá očekávat, že jejich předkové mitochondrie měli a 
ztratili je až sekundárně (Karnkowska et al., 2016). I lidské buňky, v terminálně 
diferencovaném stavu mohou ztratit mitochondrie - příkladem takových buněk jsou 
erytrocyty, které ale krom mitochondrií v rámci diferenciace ztrácejí i jádro, nejsou schopny 
dělení a v těle setrvávají krátce (Repsold and Joubert, 2018).  
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1.1.2 - Struktura 
Stejně jako Gram negativní α-proteobakterie, i mitochondrie má dvě membrány. Ty 
fakticky mitochondriální prostor rozdělují na čtyři kompartmenty - vnější membránu, 
mezimembránový prostor, vnitřní membránu a mitochondriální matrix. Vnitřní membrána je 
výrazně zvrásněná a tvoří takzvané tubulární kristy. Ty výrazně zvyšují její funkční povrch 
(obrázek. č. 1). Někteří autoři uvádějí, že membrána krist a mezikristální prostor se liší 




Obrázek č. 1: Vaflový a “Cristae Junctions“ modely mitochondriální struktury 
Vlevo (a) je znázorněn původní Palladeho vaflový model předpokládající prosté zvětšení 
povrchu, vpravo (b) pak novější model kristálních spojů, které by mohli být i uzavíratelné a 
umožňovat tak větší zakoncentrování meziproduktů v okolí komplexů dýchacího řetězce. 
(převzato a upraveno podle Logan, 2006).  
 
Stejně jako všechny membránové organely, i mitochondrie musí řešit transport přes 
membránu. Mitochondrie sice mají vlastní transkripční a translační aparát, ale mnoho genů se 
v průběhu evoluce přesunulo z mitochondriálního genomu do jaderného. Lidský 
mitochondriální genom je cirkulární DNA o délce 16 569 párů bazí a obsahuje 37 genů, 
z nichž 24 genů kóduje sekvence pro mitochondriální transkripční aparát (22 genů pro tRNA, 
2 geny pro rRNA) a zbylých 13 jsou geny pro proteiny oxidativní fosforylace (Anderson et 
al., 1981).    
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Naprostá většina mitochondriálních proteinů je tak kódována jaderným genomem a pro 
správnou funkci je nutné je do mitochondrií dopravit. K tomu slouží signální sekvence, která 
je součástí jaderně kódovaných mitochondriálních proteinů (Saitoh et al., 2007). Ta je 
rozpoznána jedním z proteinů ze skupiny TOM (Translocase of outer mitochondrial 
membrane) a kotranslačně translokována přes membránu. V závislosti na přítomnosti a 
lokalizaci dalších signálních sekvencí pak protein zůstává ve vnější membráně, pokračuje do 
mezimembránového prostoru nebo do dalších mitochondriálních kompartmentů (Chacinska et 
al., 2009). Zároveň s tím mohou, ale nemusí, být některé lokalizační sekvence odstřiženy 
příslušnou peptidázou (Fukasawa et al., 2015).  
 
1.1.3 - Funkce 
Mitochondrie plní v eukaryotické buňce řadu funkcí. Základní a první objevenou je 
klíčová role mitochondrií v energetickém metabolismu buňky. V mitochondrii probíhající 
oxidativní fosforylace (OXPHOS) substrátu dává buňce možnost efektivněji využívat živiny, 
například sacharidy a lipidy. Dochází k jejich rozkladu na oxid uhličitý a molekuly vody, a 
zároveň se během tohoto procesu buňka zbavuje toxického kyslíku. Živiny přenášené do 
mitochondrií jsou enzymaticky degradovány uvnitř mitochondriální matrix, během čehož 
dochází k substrátové fosforylaci a současně k redukci přenašečů elektronů. Ty přenáší 
elektrony do dýchacího řetězce, lokalizovaného ve vnitřní membráně mitochondrií. Dýchací 
řetězec je pak zodpovědný za produkci základního přenašeče energie v buňce, molekuly ATP 
(adenosintrifosfát).  
V průběhu přenosu elektronů na dýchacím řetězci dochází i k chybám, vedoucím 
k produkci ROS (reaktivních forem kyslíku). Za běžných podmínek je v mitochondrii i buňce 
jejich hladina nízká. Ve stresu ale prudce narůstá a vzhledem k toxicitě ROS může dojít i ke 
stavu neslučitelnému s životem buňky (Selivanov et al., 2011). Pravděpodobně i proto se 
mitochondrie staly součástí vnitřní apoptotické dráhy. Během apoptózy dochází k uvolnění 
cytochromu c z mezimembránového prostoru do cytoplasmy. Zároveň dochází k přesunu p53 
do mitochondrií, kde zvyšuje permeabilitu membrány a vede buňku k apoptóze nebo nekróze 
(Vaseva et al., 2012). V obou těchto procesech hrají nezanedbatelnou roli mitochondriální 
proteázy (Jiang et al., 2014; Sung et al., 2018).  
Mezi další funkce mitochondrií pak patří především metabolismus železa a tvorba 
železosirných komplexů (Lill et al., 2012), dále jsou zodpovědné například za netřesovou 
termogenezi (Nicholls and Lindberg, 1973).   
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1.2 - Lidské mitochondriální proteázy 
Stejně jako v jiných organelách, i v mitochondriích dochází k obratu proteinů. 
Mitochondrie tak mají své vlastní chaperon proteiny i vlastní proteázy, které zajišťují kontrolu 
kvality a případnou degradaci mitochondriálních proteinů. Dříve se předpokládalo, že 
mitochondriální proteázy pouze konstitutivně odbourávají proteiny a zajišťují tak jejich obrat. 
V posledních letech se ale ukazuje, že mají často vícero nesouvisejících funkcí a účastní se 
mnoha signálních drah souvisejících s buněčným vývojem, energetikou i s buněčnou smrtí 
(Quirós et al., 2015). Mitochondriální děje, kterých se proteázy účastní, jsou zobrazeny na 
obrázku č. 2.  
Lidský genom kóduje 20 genů pro mitochondriálně specifické proteázy. Tyto proteázy 
se liší lokalizací v mitochondriálních kompartmentech, aktivním centrem, substráty i dalšími 
funkcemi (Quirós et al., 2015). V mitochondriích se mohou transientně vyskytovat i některé 
proteázy cytosolické, ty však nejsou do uvedených dvaceti zahrnuty a tato práce se jimi dále 
nezabývá. 
Obrázek č. 2: Proteolytická regulace mitochondriálních dějů 
Na obrázku jsou uvedeny některé mitochondriální proteázy (iAAA, mAAA, USP30, HTRA2, 
OMA1, PARL, LONP, ClpXP) a jejich role v různých buněčných funkcích. Proteázy se tak 
účastní importu proteinů a degradace špatně sbalených proteinů, ale regulují i velké množství 
dalších mitochondriálních i buněčných dějů. Hned několik proteáz má významnou roli 






1.2.1 - Lidské proteázy vnější mitochondriální membrány 
Vnější mitochondriální membrána je pórovitá struktura s vysokou propustností pro 
ionty i malé molekuly. Pravděpodobně se jedná o evoluční zbytek původní vnější membrány 
gram negativní bakterie. Obsahuje translokátorové proteiny poriny, receptory a další proteiny, 
které tvoří TOM komplexy. I v ní je tedy potřeba kontrola kvality a obrat proteinů. V lidských 
mitochondriích byla nalezena jedna mitochondriální proteáza, USP30 (ubiquitin-specific 
protease 30). Jedná se o jedinou mitochondriální cysteinovou proteázu (Quirós et al., 2015). 
USP30 má funkci deubiquitinylační. Právě deubiquitinylace prostřednictvím USP30 má roli 
v mitochondriální dynamice, kde brání fůzi mitochondrií (Yue et al., 2014) a současně 
inhibuje mitofágii (Marcassa et al., 2018). 
 
1.2.2 - Lidské proteázy mezimembránového prostoru 
V mezimembránovém prostoru se vyskytují čtyři solubilní mitochondriální proteázy. 
Jedná se o dvě metaloproteázy, MEP (mitochondrial oligopeptidase M) a ATP23 (ATP23 
metallopeptidase and ATP synthase assembly factor homolog), a dvě serinové proteázy, 
HTRA2 (high temperature requirement A 2) a LACTB (β-lactamase-like protein) (Quirós et 
al., 2015).  
 
Oligopeptidáza MEP, též uváděna jako neurolysin, odbourává neurotensin, bradykinin a 
dynorphin A (Barelli et al.1993), kontroluje kvalitu proteinů (Serizawa et al., 1995) a 
metabolismus glukózy (Cavalcanti et al., 2014). Na tkáňové úrovni se pak MEP podílí na 
zotavování po infarktu (Rashid et al., 2013). Jako ostatní oligopeptidázy, i u MEP mezi 
funkce patří štěpení oligopeptidů na volné aminokyseliny.  
 
Funkce metaloproteázy ATP23 zatím v savčích buňkách nebyla blíže popsána, na rozdíl 
od jejího kvasinkového homologu, který se podílí například na maturaci a asemblaci (tj. 
správnému sestavení kvartérní struktury) ATP6 podjednotky mitochondriální ATP syntázy. 
K tomu ATP23 využívá jak svou proteázovou, tak svou chaperonovou funkci (Zeng et al., 
2007). Nicméně kvasinkový ATP23 není schopný maturovat savčí ATP6 (Potting et al., 
2010), takže není jasné, jestli savčí má ATP23 tuto funkci zachovanou. V kvasinkách funguje 
jako procesující peptidáza a zajišťuje kontrolu kvality proteinů (Osman et al., 2007) a lze 




HTRA2, též označovaná Omi, je ATP-nezávislá serinová proteáza. Má důležitou roli 
v apoptóze, kde se uvolňuje do cytosolu a vyvazuje na sebe inhibitory apoptózy. Apoptózu 
podporuje i svou proteázovou aktivitou (Verhagen et al., 2002). Zároveň brání invazivitě 
buněk za zvýšeného p53 tím, že ve fosforylované formě v cytoplasmě štěpí filamentární aktin 
(Yamauchi et al., 2014). V některých tkáních je proapoptotická funkce HTRA2 potlačena 
naštěpením další mitochondriální proteázou PARL (Chao et al., 2008). HTRA2 dále funguje 
jako protein kontroly kvality a má úlohu v udržování membránového potenciálu na vnitřní 
mitochondriální membráně. V knock-outových (KO) studiích trpěli KO linie nedostatkem 
ATP a HTRA2 KO myši vykazovali dýchací problémy (Plun-Favreau et al., 2012). Jiná studie 
ukázala zase na zvýšenou úroveň mutací mitochondriální DNA v HTRA2 deficientních liniích 
(Goo et al., 2013).  
 
Posledním zástupcem lidských proteáz mezimembránového prostoru je serinová 
LACTB (β-lactamase-like protein) proteáza. V mitochondriích může polymerovat 
v uspořádaná filamenta dlouhá přes 100 nm (Polianskyte et al., 2009), její funkce by tedy 
mohla být částečně strukturní. Dále reguluje metabolismus lipidů, čímž funguje jako tumor 
supresor. Odbourává totiž fosfatidylserin dekarboxylázu a brání tak syntéze 
mitochondriálního ethanolaminu (Keckesova et al., 2017).   
 
1.2.3 - Lidské proteázy vnitřní mitochondriální membrány 
Ve vnitřní mitochondriální membráně se vyskytují čtyři metaloproteázy: AFG3L2 
(AFG3-like protein 2), SPG7 (Spastic paraplegia 7), OMA1 (overlapping with the m-AAA 
protease 1 homolog) a YME1L1 (YME1 Like 1 ATPase); a tři serinové proteázy: IMMP1L, 
IMMP2L (inner mitochondrial membrane peptidase subunit 1; 2) a PARL (presenilins-
associated rhomboid-like protein). Vedle funkce a substrátů se liší i tím, jestli proteolytická 
podjednotka míří do matrix nebo do mezimembránového prostoru.  
 
AFG3L2 tvoří homokompexy nebo heterokomplexy s SPG7, též zvaným paraplegin. 
Funkce těchto komplexů je závislá na ATP a jejich poměr je tkáňově specifický (Koppen et 
al., 2007). Tyto komplexy jsou svou proteázovou doménou otočeny do mitochondriální 
matrix a jsou označovány m-AAA proteázy. Pomáhají tam sestavení ribozomálního komplexu  
(Nolden et al., 2005), zároveň mají roli v udržení rovnováhy mezi fůzí a dělením 
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mitochondrií, kde kompetují s další proteázou zvanou OMA1. Mutace SPG7 vede 
k onemocnění spastická paraplegie (Casari et al., 1998).  
 
OMA1 tvoří homokomplexy, které mají proteázovou doménu natočenou do 
mezimembránového prostoru (Ehses et al., 2009). Při absenci m-AAA dochází ke štěpení 
proteinu OPA1 (optic atrophy type 1) pouze proteázou OMA1 a nevznikají tak dlouhé 
izoformy OPA1. Právě ty jsou zásadní pro fůzi mitochondrií. Naopak krátké izoformy OPA1 
v nepřítomnosti dlouhých izoforem vedou k mitochondriální fragmentaci (Anand et al., 2014).  
 
I čtvrtá metaloproteáza vnitřní mitochondriální membrány YME1L1 se podílí na 
sestřihu OPA1 (Anand et al., 2014). YME1L1, též označovaná jako i-AAA, má stejně jako 
OMA1 aktivní proteolytické místo natočené do mezimembránového prostoru. Tam YME1L1 
kompetuje s OMA1, a podobně jako m-AAA vede ke tvorbě dlouhých forem OPA1, a tedy 
k fůzi mitochondrií (Anand et al., 2014). Aktivita YME1L1 je zvýšena při vysokých 
hladinách oxidativní fosforylace a spojuje tak OXPHOS a fůzi mitochondrií (Mishra et al., 
2014). Také se podílí na odpovědi proti zvýšené koncentraci špatně sbalených 
mitochondriálních proteinů, tzv. mtUPR (unfolded mitochondrial protein response) (Aldridge 
et al., 2007). 
 
 Kromě vlivu na biogenezi mitochondrií mají metaloproteázy vnitřní mitochondriální 
membrány také roli v kontrole kvality proteinů v mitochondriích a podílejí se tak na udržení 
mitochondriální homeostázy (Bohovych et al., 2015; Casari et al., 1998; Stiburek et al., 2012). 
 
 
Serinové proteázy vnitřní membrány IMMP1L a IMMP2L jsou proteázovou doménou 
natočeny do mezimembránového prostoru. IMMP1L a IMMP2L mají roli v maturaci a tvorbě 
kvartérní struktury TIM23 (Translocase of the inner membrane) komplexu (Ieva et al., 2013). 
Také se účastní transportu proteinů do mitochondriálních kompartmentů procesováním, tedy 
odstřižením signálního peptidu (Chen et al., 1999). Mutace v genu IMMP2L jsou spojené 
s různými patologiemi. Při cílené mutaci myšího IMMP2L docházelo k poruše fertility (Lu et 
al., 2008). Byla zjištěna korelace mezi delecemi v genu pro IMMP2L a autismem i Gilles de 
la Touretovým syndromem (Petek et al., 2007; Bertelsen et al., 2014), stejně jako mezi 
mikrodelecemi a mikroduplikacemi IMMP2L a různými nervově-vývojovými poruchami 




Posledním členem proteáz vnitřní mitochondriální membrány je serinová rhomboidní 
proteáza PARL. PARL má, podobně jako ostatní rhomboidní proteázy, proteolytickou 
doménu uvnitř membrány a štěpí pomocí ní transmembránové peptidové řetězce uvnitř 
lipidové dvojvrstvy (Lemberg et al., 2005). PARL takto štěpí například dříve zmíněný protein 
OPA1, do mezimembránového prostoru se tak uvolňuje dlouhá antiapoptotická izoforma 
OPA1 (Sanjuán Szklarz and Scorrano, 2012). Ta vede k remodelaci krist a brání tak uvolnění 
cytochromu c z mitochondrií (Cipolat et al., 2006).  
Krom toho může PARL bránit apoptóze i tím, že štěpí proapoptotickou proteázu 
mezimembránového prostoru HTRA2, čímž brání akumulaci proteinu BAX (Bcl-2-associated 
X protein) ve vnější mitochondriální membráně (Chao et al., 2008). Také za určitých 
podmínek štěpí protein PGAM5 (phosphoglycerate mutase 5), který je zodpovědný za vstup 
do regulované nekrózy (Sekine et al., 2012; Wang et al., 2012). Kromě výše zmíněných je 
PARL také zodpovědný za správnou lokalizaci proteinu PINK1 (PTEN-induced putative 
kinase 1). Mutace v PINK1 je, vedle mutací v genu PARKIN, nejčastější příčinou 
Parkinsonovy choroby. Bylo zjištěno, že i mutace PARL může vést prostřednictvím chybné 
lokalizace PINK1 ke stejnému fenotypu, tj. k Parkinsonově chorobě (Shi et al., 2011).   
 
1.2.4 - Lidské proteázy mitochondriálního matrix 
V matrix lidských mitochondrií se vyskytuje šest různých metaloproteáz: MIP 
(mitochondrial intermediate peptidase), PMPCB (mitochondrial presequence protease β), 
PITRM1 (pitrilysin metallopeptidase 1), OSGEPL1 (O-sialoglycoprotein endopeptidase-like 
protein 1), METAP1D (methionyl aminopeptidase type 1D) a XPNPEP3 (X-Pro 
aminopeptidase 3); a dvě serinové proteázy: ClpXP (Caseinolytic peptidase XP) a LONP 
(Lon protease).  
 
Metaloproteáza MIP je matrixovou oligopeptidázou, která se v některých případech 
účastní procesování importovaných proteinů tím, že jim po odstřižení signální sekvence 
běžnou procesující peptidázou odstřihne ještě 8 aminokyselin dlouhou sekvenci na N-konci 
importovaného proteinu (Isaya et al., 1992). Tento proces je pravděpodobně důležitý pro 
určení stability proteinů v mitochondriích, protože odstřižený oktapeptid často nese 
destabilizující aminokyseliny (Vögtle et al., 2011). Bylo zjištěno, že MIP štěpí preferenčně 
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mezi dvěma nenabitými polárními aminokyselinami (serin, threonin, glutamin) v pozicích 8 a 
9 od N-konce (Marcondes et al., 2015).  
MIP hraje roli v regulaci signální dráhy Notch-receptoru, který v určitých situacích 
putuje do mitochondrií a tam je substrátem MIP peptidázy (Lee et al., 2011). Dalším ze 
substrátů je Sirtuin 3, který reguluje kvalitu mitochondrií a podporuje buněčnou dlouhověkost 
(Kobayashi et al., 2017). Recesivní mutace v genu pro MIP může způsobit řadu zdravotních 
problémů, od šedého zákalu, přes nekompakce levé komory, hypotonii, až po smrt 
novorozence (Eldomery et al., 2016). 
 
Proteáza PMPCB, též označována jako MPP β, je stejně jako YME1L1 aktivována při 
mtUPR (Aldridge et al., 2007). Jakožto procesující proteáza je PMPCB zodpovědná za 
maturaci až 70% mitochondriálních jaderně kódovaných proteinů. Dříve se proto 
předpokládalo, že mutace v PMPCB by byly letální. Nově ale bylo diagnostikováno několik 
nepříbuzných rodin pacientů s mutací v PMPCB vedoucí k neurodegenerativním 
onemocněním v dětství, způsobené ukládáním nematurovaných proteinů v mitochondriích 
(Vögtle et al., 2018). 
 
Metaloproteáza PITRM1, též zvaná HPREP (human presequence protease), patří do 
pirtilysinové rodiny proteáz (Alikhani et al., 2011). Její významnou funkcí v mitochondriích 
je rozštěpení odstřižených signálních peptidů. Analogicky štěpí i Amyloid-β peptidy, jejichž 
zvýšená koncentrace pak v případě Alzheimerovy choroby vede k inhibici degradace 
ostatních peptidů, jejich usazování a tvorbě amyloidních plaků (Mossmann et al., 2014). 
Stejně tak mutace v genu pro PITRM1 často vede k rozvoji Alzheimerovy choroby 
(Boczonadi and Horvath, 2016). Zároveň specifická mutace v PITRM1 vede k rozvoji 
amyloidogenní neuropatie (Smith-Carpenter and Alper, 2018). 
 
OSGEPL1 je metaloproteáza, která má u nižších eukaryotických organismů 
(Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans) roli v udržování stability genomu 
(Oberto et al., 2009). Proteiny rodiny YgjD/Kae1, kam OSGEPL1 spadá, se účastní například 
stabilizace telomer a modifikací tRNA (El Yacoubi et al., 2011). Funkce OSGEPL1 
v lidských mitochondriích však zatím nebyla blíže probádána. 
 
Metaloproteáza METAP1D, také označovaná MAP1D je vysoce konzervovaná 
peptidáza, která odštěpuje methioninový zbytek na N-konci proteinů (Serero et al., 2003). Její 
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zvýšená exprese byla zaznamenána v rakovinných buňkách u rakovin tlustého střeva, prsu i 
plic. Zároveň při inhibici exprese METAP1D došlo ke snížení schopnosti rakovinných buněk 
růst bez vazby k podkladu (Leszczyniecka et al., 2006; Randhawa et al., 2013). 
 
Poslední mitochondriální metaloproteázou je XPNPEP3, která procesuje některé 
mitochondriální proteiny tím, že jim odštěpí jednu AK (aminokyselinu) na N-konci (Singh et 
al., 2017). V případě kvasinkového homologa Icp55 (Intermediate cleaving peptidase 55) se u 
všech 38 objevených substrátů jednalo o hydrofobní AK - fenylalanin, tyrosin nebo leucin, 
které v kvasinkových systémech působí destabilizačně. Současně po odštěpení AK zůstala 
téměř pokaždé na N-konci stabilizující AK - serin, alanin nebo threonin (Vögtle et al., 2009). 
Je zde tedy předpoklad, že XPNPEP3 by mohla kontrolovat mitochondriální proteiny po 
procesování jinými peptidázami a v případě výskytu destabilizující AK zajistit její odštěpení a 
tak prodloužit poločas setrvání proteinu v mitochondrii. Kromě toho XPNPEP3 má roli 
v signalizaci TNF (tumor necrosis factor), kde se XPNPEP3 uvolní z mitochondrie a váže se 
na TNFR2 (TNF receptor 2) za tvorby nového komplexu (Inoue et al., 2015). Také byla 
popsána mutace v lidském genu pro XPNPEP3, vedoucí k onemocnění ledvin zvanému 
nefropatie (O’Toole et al., 2010). 
 
 
Asi nejvíce prostudovanou lidskou mitochondriální proteázou je solubilní serinová 
proteáza LONP. LONP patří do rodiny AAA proteáz, skupiny, která pro rozbalení peptidu a 
jeho přesun do proteolytické domény vyžaduje ATP. LONP je zodpovědná za selektivní 
degradaci poškozených, špatně asemblovaných proteinů. Současně také regulovaně 
odbourává některé proteiny, které nejsou zrovna potřeba, a zajišťuje obrat proteinů 
v mitochondriálním matrix. LONP ale neovlivňuje proteinové složení mitochondrií jen čistou 
proteolýzou, váže se také na nukleové kyseliny a ovlivňuje tak přímo transkripci a translaci 
mitochondriálně kódovaných genů (Liu et al., 2004). Jedním ze substrátů LONP je 
mitochondriální trankripční faktor A (TFAM). Předpokládá se, že právě přes udržování 
hladiny TFAM LONP reguluje jak translaci v mitochondriích, tak množství kopií 
mitochondriální DNA (Matsushima et al., 2010). Degradace TFAM prostřednictvím LONP 
ale podléhá přísné regulaci, LONP například není schopný degradovat TFAM, dokud je 
TFAM vázaný na DNA (Lu et al., 2013).  
LONP má roli v regulaci metabolismu (Kita et al., 2012), funguje jako protein kontroly 
kvality, a umožňuje tak adaptaci na akutní oxidativní stres. Zvýšená exprese LONP se ale, 
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podobně jako u jiných proteáz, pojí s různými patologiemi. Jeho stabilně zvýšená hladina byla 
zaznamenána v případech chronického stresu a v souvislosti s tím se očekává, že vysoká 
exprese LONP je částečně zodpovědná za stárnutí buněk. Zároveň ale zvýšená exprese LONP 
koreluje s agresivními fenotypy nádorových buněk, které jsou pak náchylnější k transformaci, 
projevují větší invazivitu a zvýšenou odolnost k apoptóze. Za tyto jevy je částečně odpovědná 
vyšší koncentrace Fe-S proteinu NDUFS8 komplexu I dýchacího řetězce, a jím 
produkovaných ROS (Cheng et al., 2013). Současně bylo prokázáno na buňkách karcinomu 
děložního hrdla a rakoviny tlustého střeva, že pokud je rakovinným buňkám zpětně 
downregulována hladina LONP, snižuje se schopnost proliferace těchto rakovinných buněk 
(Nie et al., 2013; Gibellini et al., 2014). To poukazuje na možné budoucí využití těchto 
poznatků v diagnostice a případně i léčbě těchto rakovin. Na buňkách lymfomu bylo 
testováno potenciální terpenové terapeutikum, které má jako jednu z funkcí právě inaktivaci 
LONP. Jeho aplikace vedla k výraznému zvýšení úmrtnosti rakovinných buněk (Bernstein et 
al., 2012). Jiná studie provedená na HELA buňkách ale ukázala, že poznatky ohledně funkce 
LONP nejsou plně zobecnitelné a funkce LONP pravděpodobně bude i tkáňově specifická 
(Bayot et al., 2014). V rámci výzkumů poslední doby se ukazuje, že antiapoptotická funkce 
LONP je dána nejen proteolýzou poškozených mitochondriálních proteinů, ale i přímým 
vyvázáním a inaktivací p53, centrálního kontrolního proteinu buněčného stavu (Sung et al., 
2018). Naproti tomu mutace v LONP jsou spojeny s multi-systémovým onemocněním 
označovaným CODAS (Strauss et al., 2015). 
 
Druhou serinovou proteázou mitochondriálního matrix je AAA proteáza ClpXP. 
V centru komplexu ClpXP je 14-ti podjednotkový komplex ClpP, který je zodpovědný za 
proteolytickou funkci, zatímco na konce ClpP barelu dosedají dva 6-ti podjednotkové 
prstence ClpX, které mají za úkol mechanicky denaturovat substrátové proteiny a následně je 
přesunout do proteolytického centra ClpP (Baker and Sauer, 2012). Oba tyto procesy vyžadují 
hydrolýzu ATP. Funkce komplexu ClpXP jsou prozkoumány výrazně méně, než je tomu u 
LONP, ví se ale, že obdobně jako LONP i ClpXP je zodpovědný za kontrolu kvality 
mitochondriálních proteinů a předpokládá se, že se bude účastnit i dalších mitochondriálních 
dějů (Haynes et al., 2007).  
Recesivní mutace ClpP je zodpovědná za Perraultův syndrom, onemocnění, mezi jehož 
nejvýraznější projevy patří ztráta sluchu a dysfunkce vaječníků (Jenkinson et al., 2013). Tato 
práce je zaměřená právě na funkci ClpXP, a proto je této proteáze věnována vlastní kapitola 
(viz kapitola 1.3 - ClpXP). 
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1.3 - ClpXP 
Komplex ClpXP je evolučně konzervovaný. Vyskytuje se už bakterií, např. u 
Escherichia coli, kde je patrná výhoda modularity tohoto komplexu - na peptidázovou ClpP 
podjednotku může nasedat několik různých „rozbalovacích“ podjednotek a udávat tak 
specifitu. U E. coli se tak vyskytují dva komplexy využívající peptidázovou podjednotku 
ClpP - ClpXP a ClpAP, u nichž je proteolytická specifita udávána právě proteiny ClpX, resp. 
ClpA (Buczek et al., 2016). Obdobně je tomu i u bakterie Caulobacter crescentus, kde mají 
komplexy ClpXP a ClpAP významnou roli při asymetrickém dělení (Williams et al., 2014). 
Lidské mitochondrie sice mají s bakteriemi společného předka, ale evolucí postupně 
došlo k výrazné redukci mitochondriálních genů a tak se v lidských mitochondriích vyskytuje 
pouze jeden komplex, a to ClpXP. Při pokusech vytvořit hybridní komplex z lidského ClpP a 
bakteriálního ClpX (z E. coli) vznikl funkční komplex hClpP-eClpX rozpoznávající 
bakteriální substráty (Kang et al., 2002). Tyto výsledky ukazují na evoluční konzervovanost 
komplexu a současně podporují dogma, že podjednotkou udávající specifitu je právě ClpX.  
 
Jak bylo zmíněno výše, jednotlivé podjednotky ClpP i ClpX se vyskytují v oligomerech. 
ClpP tvoří 7-mi podjednotkový barel. Na ten může dosednout hexamerický prstenec ClpX 
(viz obrázek č. 3). 
 
  
Obrázek č. 3: určení stavby komplexu ClpXP elektronovou mikroskopií  
Stavba komplexu ClpXP se zpočátku studovala pomocí elektronové mikroskopie. Na 
obrázcích A a D jsou fotografie heptameru ClpP, na obrázku B je fotografie hexameru ClpX a 
na obrázku C je fotografie celého komplexu při pohledu ze strany. Fotografie A vznikla 
složením 219-ti samostatných fotografií (převzato z de Sagarra et al., 1999). Na fotografii C 
je dobře patrná stavba dvou barelů ClpP, na které následně z obou stran nasedají prstence 
ClpX. Dále je z fotografií B, C a D patrné, že heptamer ClpP má průměr okolo 120 Å, 
hexamer ClpX má průměr okolo 150 Å a celý komplex ClpXP má délku okolo 200 Å  




Zatímco u bakteriálních buněk se ClpP běžně vyskytuje v 14-ti podjednotkovém 
komplexu, v lidských buňkách je ClpP běžně ve formě heptameru. Až nasednutí ClpX je 
impulzem, který vede heptamerický komplex ClpP v lidských buňkách k dimerizaci za tvorby 
tetradekamerického dvoj-barelu ClpP. Teprve tento 26-ti podjednotkový komplex ClpXP je 
pak plně funkční a je schopen proteolýzy. Zdá se, že vazba ClpX současně ovlivňuje 
konformaci katalytického místa ClpP (Kang et al., 2005).  
Samotná funkce komplexu je založena na několika fázích - prvně ClpX rozpozná 
substrát a společně s ním nasedne na soudkovitou strukturu heptameru ClpP. Ve druhé fázi je 
aktivována ATPázová aktivita ClpX a komplex začne mechanicky rozbalovat vlákno 
substrátového proteinu a přesouvat ho do kanálku uprostřed heptamerického kruhu ClpP, kde 
se nachází jeho katalytické místo. Stejně jako v mnoha dalších serinových proteázách, i zde 
má klíčovou roli katalytická triáda (Kang et al., 2002). V katalytickém místě souběžně 
komplex ClpP svou peptidázovou aktivitou degraduje denaturovaný protein na krátké 
oligomery (viz obrázek č. 4). U bakteriálního homologu štěpí ClpP své substráty na 
oligopeptidy o 7-8 AK (Choi and Licht, 2005).  
 
 
Obrázek č. 4: Schematický model funkce jednotlivých podjednotek ClpXP 
Na obrázku je schematicky znázorněna degradace proteinů prostřednictvím komplexu ClpXP. 
Podjednotka ClpX nejprve musí rozpoznat signální značku (sekvenci, marker poškození 
apod.) na substrátovém proteinu (obrázek vlevo). Poté ho naváže (prostřední obrázek) a za 
spotřeby ATP ho začne mechanicky denaturovat a vytahovat z něj peptidové vlákno, které 
následně podjednotka ClpP degraduje na oligopeptidy (obrázek vpravo). I samotná 
degradace je závislá na ATP (převzato ze Sauer et al., 2004).  
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1.3.1 - Lidská unfoldáza ClpX 
Gen pro lidský homolog bakteriální ClpX podjednotky proteázy ClpXP se nachází na 
15. chromozomu v pozici 22.1–22.32, má 14 exonů a 13 intronů (Corydon et al., 2000). U 
myšího modelu měli jednotlivé tkáňově specifické izoformy délku transkriptu mezi 2,6 a 
2,9 kb. Vyšší exprese byla zaznamenána v játrech a varlatech, naopak snížená hladina ClpX 
se vyskytuje v srdečním svalu a v ledvinách (Santagata et al., 1999). 
Lidská unfoldáza ClpX (z anglického “unfold“ - rozbalit) je zodpovědná za rozpoznání 
substrátových proteinů, sestavení funkčního ClpXP komplexu a denaturaci substrátu na 
samostatné lineární peptidové vlákno. Denaturace je energeticky nevýhodná a proto na ni 
ClpX spotřebovává ATP. Není přesně dáno, kolik ATP unfoldáza spotřebuje na určitou délku 
proteinu, množství spotřebovaného ATP je odvozeno od stability substrátu - může se jednat o 
10 ATP/molekula málo stabilního substrátu, ale také o více než 500 ATP/molekula substrátu 
s vysokou stabilitou (Kenniston et al., 2003, 2004). 
 
K vazbě a následné hydrolýze ATP dochází uvnitř ClpX mezi tzv. Walker A a Walker B 
motivy (Kim et al., 2001). Schopnost ClpX hydrolyzovat ATP ale zjevně není klíčová pro 
degradaci všech substrátů. Některé málo sbalené, například fluorescenčně značený kasein, 
jsou degradovány komplexem ClpXP i při inhibici hydrolýzy ATP na podjednotce ClpX 
mutací ve Walker B motivu. Vazba ATP je však stále klíčová pro tvorbu funkčního ClpXP 
komplexu a hydrolýza ATP výrazně zvyšuje procesivitu komplexu ClpXP (Lowth et al., 
2012). V hexameru není vázáno trvale ATP na všech podjednotkách, ale vždy jsou dvě 
podjednotky proti sobě volné - došlo na nich k uvolnění ATP při poslední translokaci (Glynn 
et al., 2009).  Stavba lidského hexameru ClpX a vazba ATP je znázorněná na obrázku č. 5. 
 
Vlákno, které ClpX rozbalí, je současně translokováno do katalytického jádra ClpXP 
komplexu, kde dochází k jeho degradaci. Substrát se tak nikdy nevyskytuje rozbalený celý, 
výjimkou mohou být pouze velmi krátké peptidové substráty nebo substráty bez globulární 
terciární struktury. Signální peptidická sekvence, kterou ClpX rozpoznává, se vyskytuje na C-
konci. Rozbalení, translokace i následná degradace tedy probíhá od C-konce k N-konci. 




Obrázek č. 5: Hexamer ClpX a jeho vazba ATP 
Na obrázku A a B jsou modely hexameru ClpX se znázorněnými sekundárními strukturami 
(alfa helixy), včetně navázaných ATP. Barvami jsou rozlišeny jednotlivé podjednotky. Na 
obrázku A je prstenec ClpX z pohledu ze směru, odkud vstupuje do komplexu peptidové vlákno 
substrátu. Podjednotky označené L mají navázané ATP (loaded), podjednotky označené U 
navázané ATP nemají (unloaded). Obrázek B je tentýž komplex při pohledu ze strany. Jsou na 
něm vyznačeny malá a velká doména podjednotky ClpX.  Na obrázku C je znázorněná vazba 
ATP v ATP-vazebném místě (převato z Baker and Sauer, 2012). 
 
Podobně jako LONP, i ClpXP má vedle proteolytické funkce také funkci chaperonu. 
Předpokládá se, že napomáhá komplexu udržovat mitochondriální homeostázu a fungovat 
jako významný protein kontroly kvality (Santagata et al., 1999).  
 
Současně bylo ukázáno, že při KD (knockdownu) genu pro ClpX dochází ke zvětšení 
mitochondriálních nukleoidů. Obdobně se tomu děje i při KD hlavního nukleoidového 
proteinu TFAM, naproti tomu KD podjednotky ClpP nemá na velikost nukleoidu vliv. 
Současně ani dvojitý KD TFAM a ClpX zároveň nevedl ke znásobení efektu, z čehož lze 
usuzovat, že ClpX a TFAM leží sériově za sebou v jedné dráze. Předpokládá se tedy, že ClpX 
svou chaperonovou aktivitou samostatně a bez přítomnosti ClpP zvyšuje afinitu TFAM 
k mitochondriální DNA a reguluje tak množství kopií mitochondriální DNA. Tuto teorii 
podporuje i pokus, ve kterém byla v buňkách s KD ClpP experimentálně zvýšena exprese 
TFAM a došlo k supresi dopadu KD na velikost nukleoidu (Kasashima et al., 2012). Lze tedy 
očekávat, že zde působí mitochondriální matrixové proteázy protichůdně - podjednotka ClpX 
podporuje vazbu TFAM k DNA, zatímco pro LONP je TFAM substrátem určeným 




Dále má chaperonová aktivita ClpX roli například v biosyntéze hemu. Tu stimuluje tím, 
že interaguje s enzymem ALAS, který syntetizuje 5-aminolevulinovou kyselinu (dále ALA). 
ALA je prvním z prekurzorů v biosyntetické dráze hemu. ClpX pomůže sestavení ALAS tak, 
že zprostředkuje vazbu holoenzymu na jeho kofaktor, pyridoxal-5-fosfát (dále PLP), aktivní 
formu vitaminu B6. ClpX rozbalí holoenzym ALAS v přítomnosti PLP, aniž by ALAS byl 
komplexem naváděn k degradaci. V rámci opětovného skládání dochází k vazbě PLP (Kardon 
et al., 2015). Zároveň by se ale měl ClpX komplex podílet i na negativní zpětné vazbě, tj. při 
dostatečné zásobě hemu degradovat ALAS. ALAS je při dostatku hemu oxidován a následně 
degradován, není však zatím přesně znám mechanismus, jak k tomu dochází (Kubota et al., 
2016).  
Jako jedna z proteáz, která oxidovaný ALAS odbourává, se jeví LONP (Tian et al., 
2011). S těmito poznatky souvisí i fakt, že mutace genu pro ClpX vede k narušení dráhy 
biosyntézy hemu. To vede k patologickému stavu, kdy se v důsledku zvýšené stability ALAS 
v buňce hromadí meziprodukt syntézy hemu, protoporfirin IX. Jeho vysoká koncentrace je 
jednou z příčin rozvoje erytropoetické protoporfyrie, třetího nejčastějšího druhu porfyrie 
(Yien et al., 2017).  
 
ClpX má schopnost vázat i proteiny ze skupiny IAP (inhibitor of apoptosis protein). 
Tyto proteiny jsou zodpovědné za inhibici některých kaspáz a cysteinových proteáz 
(Verhagen et al., 2001). Zde zatím však není známo, jestli tato vazba opravdu je dokladem 
role ClpX v apoptotické dráze, nebo jestli jde jen o vazbu rozpoznávající chybnou lokalizace 
ClpX a následně vedoucí k proteazomální degradaci chybně lokalizovaného proteinu 
(Verhagen et al., 2007). 
 
Bylo ukázáno, že ClpX má roli v mtUPR, ta je ale závislá na ClpP. Jedná se tedy o 
doklad toho, že komplex ClpXP je významným členem dráhy kontrolující kvalitu proteinů 
mitochondriální matrix (Al-Furoukh et al., 2015). Roli savčího komplexu ClpXP v mtUPR 
zaznamenal Zhao už na začátku tohoto tisíciletí na opičích buňkách (Zhao et al., 2002). Jiný 
výzkumný tým však zase ukázal, že samotná ClpP podjednotka mtUPR nereguluje, ani pro 
mtUPR není vyžadována (Seiferling et al., 2016). Pro vyjasnění role ClpXP v mtUPR bude 





Další dráhou, která je komplexem ClpXP přímo ovlivněna je samotná mitochondriální 
translace. ClpX totiž rozpoznává a vede k degradaci protein ERAL1, který slouží jako 
chaperon pro 28S podjednotku mitochondriálního ribozomu. ERAL1 ale váže 28S 
podjednotku s vysokou afinitou. Pokusy na ClpP KD myších ukázaly, že v nepřítomnosti 
ClpP je 28S vyvázána proteinem ERAL1. To snižuje množství plně sestavených a tedy 
funkčních ribozomů a tím i míru mitochondriální translace. Následně bylo i ukázáno, že 
pokud je ClpP KD buňkám současně experimentálně snížena exprese také ERAL1, navrátí se 
původní míra translace mitochondriálně kódovaných genů (Szczepanowska et al., 2016).  
 
1.3.2 - Lidská peptidázová podjednotka ClpP 
Gen pro lidskou ClpP se nachází na 19. chromosomu. Primární produkt translace má 
délku 277 AK a několik míst blízko N-konce, kde lze předpokládat štěpení v průběhu 
procesování proteinu při transportu do mitochondriální matrix (Bross et al., 1995).  
ClpP je peptidázová podjednotka proteázy ClpXP. Pro svou proteolytickou funkci 
vyžaduje vazbu hexameru ClpX, v jeho nepřítomnosti nejsou schopny ClpP heptamery 
dimerizovat. Zároveň je konformace heptameru v nepřítomnosti ClpX taková, že kanál, ve 
kterém se nachází aktivní místo, je příliš úzký a peptidové vlákno do něj nemůže vstoupit, 
(viz obrázek 6A-6D). 
Vlastní aktivní místo obsahuje, stejně jako většina ostatních serinových proteáz, 
kompletní katalytickou triádu obsahující Ser-97, His-122, a Asp-171 (viz obrázek 6E). Bylo 
dokázáno, že při nahrazení katalytického serinu 97 v pozici 153 alaninem nebo cysteinem 
ztratil komplex ClpP schopnost proteolýzy všech testovaných substrátů, což ukazuje, že v  
Ser-153 v lidském ClpP je opravdu homologem bakteriálního Ser-97 a je klíčovou 
aminokyselinou pro proteolytickou funkci ClpXP (Kang et al., 2002).   
 
Na rozdíl od bakteriální ClpP, lidská ClpP je rezistentní vůči většině agens inhibujícím 
široké spektrum serinových proteáz, jako je například diizopropylfluorofosfát, 
benzylsulfonylfluorid, 4-(2-aminoethyl) benzensulfonylfluorid, (chlormethyl) (N-tosyl-L-
fenylalanyl)keton, (chlormethyl)(N-tosyl-L-lysyl)keton, a 3,4-dichloroisokumarin. Tyto látky 
nebyly schopné inhibice proteolytické aktivity ClpP, ale zároveň u nich nebyla zaznamenána 
ani schopnost vazby na komplex ClpP. Jiný inhibitor, N-carbobenzoxy-Leu-Tyr 
chloromethylketon byl schopen se na ClpP navázat, ani zde ale nedošlo k inhibici komplexů 
ClpP ani ClpXP (Kang et al., 2002). 
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ClpXP funguje jako protein kontroly kvality, avšak stejně jako LONP má určitou 
specifitu. Specifity jednotlivých proteáz degradujících špatně sbalené proteiny v matrix se 
částečně překrývají. Jedním z proteinů, který může být degradován jak ClpP, tak LONP je 
MCAD (medium-chain acyl-CoA dehydrogenase) (Hansen et al., 2005). Dále LONP a ClpP 
společně degradují periferální raménko komplexu I dýchacího řetězce za zvýšeného 




Obrázek č. 6: Stavba tetradekameru ClpP 
Na obrázcích A-D jsou modely bakteriálního homologu lidského peptidázové podjednotky 
ClpP. A-B zobrazuje stav, kdy na ClpP barel není navázáno ClpX ani částice, která by 
vazebný motiv ClpX imitovala. Na obrázcích C-D je zobrazen 14-ti podjednotkový komplex 
v případě, že je na něj navázána částice ADEP (acyldepsipeptide), která imituje ClpX vazebný 
motiv a vede ke konstitutivní a nespecifické proteolýze. Modely A a C zobrazují pohled ze 
strany, modely B a D pohled ze směru nasednutí ClpX prstence a tedy i vstupu peptidového 
vlákna substrátu. E znázorňuje schéma aktivního místa -  katalytické triády a štěpeného 
substrátu (převzato z Baker and Sauer, 2012).    
 
Narozdíl od LONP, lidský ClpP byl zatím prostudován poměrně málo (Matsushima and 
Kaguni, 2012). O jeho funkci můžeme zkusit usuzovat z funkcí již popsaných homologů ClpP 
v jiných eukaryotických organismech. U kvasinky Podospora anserina je lidská ClpP 
kompatibilní s kvasinkovou ClpX a funkce komplexu ClpXP je spojena s buněčným stárnutím 
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(Fischer et al., 2013). Zatím však není známo, jestli se podobný jev vyskytuje i u člověka. 
Vzhledem k evoluční vzdálenosti a tomu, že specifitu udává ClpX podjednotka, to není příliš 
pravděpodobné.  
Člověku mnohem bližšími modelovými organismy, na nichž byla studována ClpP, je 
myš Mus musculus, stejně jako opičí COS-7 buňky (Gispert et al., 2013; Zhao et al., 2002). 
Na COS-7 buňkách bylo ukázáno, že ClpP je protein účastnící se stresových reakcí, například 
mtUPR (Zhao et al., 2002).  
 
Další stresovou reakcí, kterou ClpXP kontroluje je oxidativní stres. Jedním ze způsobů, 
jak ClpP chrání buňku před oxidativním stresem je interakce mezi ClpP a SDH B (succinate 
dehydrogenase B subunit) podjednotkou komplexu II dýchacího řetězce. ClpP interaguje jak 
s SDH B, tak s antiapoptotickým proteinem ze skupiny IAP, survivinem, který pomáhá 
stabilizaci SDH B (Rivadeneira et al., 2015). ClpP i survivin současně interagují i 
s molekulárním chaperonem TRAP-1 (TNFR-associated protein-1), homologem mtHSP90, 
který je zodpovědný za správné sestavení terciární struktury SDH B. Umlčení ClpX nebo 
ClpP v buňce tak vede ke snížení efektivity buněčného dýchání a současně zvýšení 
oxidativního stresu v buňce (Seo et al., 2016).  
 
Je známo, že v rakovinných buňkách probíhá rychlá evoluce způsobená silnou selekcí. 
Ochrana před oxidativním stresem, zvýšená efektivita metabolismu a vyšší odolnost vůči 
apoptóze jsou jedněmi za základních směrů, kterými se rakovinné buňky ubírají. 
Pravděpodobně právě proto byla u rakovinných buněk zaznamenána zvýšená exprese ClpP 
podjednotky ClpXP. Zvýšená exprese ClpP byla pozorována na většině vzorků rakovinných 
buněk s původem napříč celým organismem - prsu, tlustého střeva, plic, žaludku i mnohých 
dalších (Seo et al., 2016). Stejný trend byl pozorován i u AML (akutní myeloidní leukemie) 
(Cole et al., 2015). Naopak když byla v rakovinných buňkách exprese ClpP nebo ClpX 
experimentálně utlumena, došlo u většiny rakovinných buněk k zastavení buněčného cyklu, 
výraznému zpomalení bioenergetiky a ztrátě schopnosti metastázovat (Seo et al., 2016).  U 
buněk AML způsobil KD ClpP zpomalení růstu a snížení jejich životnosti.  
Při pokusech s KO ClpP u myší byl pozorován menší vzrůst, KO neměl dopad na jejich 
krvetvorbu, byly však pozorovány poruchy sluchu a plodnosti. Obdobně jako ClpP KD byl 
pro buňky AML toxický i (3RS,4RS)-3-(non-8-en-1-yl)-4-(2-(pyridin-3-yl)ethyl)oxetan-2-on, 
inhibitor enzymatické aktivity ClpP, a to jak pro myší buňky, tak pro lidské buňky 
xenotransplantované do myši (Cole et al., 2015). Tyto výsledky společně ukazují, že 
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specificky zacílená inhibice ClpP by v případě některých nádorových onemocnění, například 
u AML mohla sloužit jako nová forma terapie.  
Jiné týmy sledovaly podobné dopady downregulace ClpP u myší. Ukazuje se, že nízká 
hladina ClpP vede k akumulaci ClpX a zánětlivých faktorů. Akumulace ClpX současně vede i 
ke zvýšenému poměru mitochondriální DNA. Právě tyto změny jsou u myší zodpovědné 
za patologické stavy, jako je neplodnost, ztráta sluchu a růstové poruchy (Gispert et al., 2013). 
V jiném experimentu bylo u ClpP KO myší, vedle výše zmíněných změn, zaznamenáno také 
snížení množství proteinů komplexu I dýchacího řetězce vedoucí k respiračním problémům 
(Szczepanowska et al., 2016). 
 
Podobné problémy se vyskytují i u člověka s mutací v genu pro ClpP a jsou souhrnně 
označovány Perraultův syndrom (Jenkinson et al., 2013). Mutace ClpP je vedle mutací 
několika dalších mitochondriálních jaderně kódovaných genů jednou z příčin Perraultova 
syndromu. Dalšími mitochondriálními jaderně kódovanými geny, jejichž recesivní mutace 
může vést k Perraultovu syndromu, jsou TWNK, HARS2, LARS2 a HSD17B4 (Ołdak et al., 
2017; Pierce et al., 2010, 2011; Soldà et al., 2016).  
Perraultův syndrom se projevuje sensorineurální ztrátou sluchu a poruchami plodnosti, 
k čemuž mohou být přidruženy cerebelární ataxie, poruchy učení, periferní neuropatie nebo 
spastická paraplegie, v závislosti na konkrétní mutaci a dalších faktorech (Dursun et al., 2016; 
Gottschalk et al., 1996; Jenkinson et al., 2013). Zrovna spastická paraplegie je zajímavá 
ukázka důležitosti procesu kontroly kvality proteinu, kdy mutace dvou různých 
mitochondriálních ATP-dependentních proteáz s aktivitou v mitochondriální matrix vede ke 
stejnému fenotypu (Casari et al., 1998; Jenkinson et al., 2013).  
Vzhledem k tomu, že u myšího modelu byla většina projevů KO ClpP shodná s lidským 
fenotypem Perraultova syndromu, mohla by právě ClpP KO myš být vhodným modelem pro 
další výzkum problematiky Perraultova syndromu (Gispert et al., 2013). V současnosti je 
známo několik různých mutací ClpP vedoucích k Perraultovu syndromu (Ahmed et al., 2015; 







2. Cíle práce 
 
• Shrnutí současných poznatků o lidských mitochondriálních 
proteázách s důrazem na podjednotky proteázy ClpXP  
• Funkční charakterizace dopadu knockdownu ClpP a dopad jeho 
následné reintrodukce na úrovni buněčné biologie a biochemie  
• Určení role ClpP v mitochondriální apoptotické dráze 
• Transfekce buněk expresním plazmidem s ClpP-FLAG a 
ClpPS153A -FLAG  
• Izolace mitochondrií a následná kopurifikace ClpP-FLAG a 






3. Materiál a metody 
3.1 – Materiály 
3.1.1. Zakoupené chemikálie a komerčně vyrobené směsi 
• akrylamid, Sigma-Aldrich (USA)  
• antibiotikcký a antimykotický roztok (100x koncentrovaný) Biosera (Francie)  
• bisakrylamid, Sigma-Aldrich (USA)  
• Bradfordové reagens, BioRad (USA)  
• bromfenolová modř, Sigma-Aldrich (USA)  
• Coomassie Brilliant Blue R-250, Sigma-Aldrich (USA)  
• deoxycholát sodný, Sigma-Aldrich (USA)  
• dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich (USA)  
• dodecylsíran sodný (SDS), Sigma-Aldrich (USA)  
• Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), PAN Biotech (Německo) 
• Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), Biochrom (Velká Británie) 
• EndoFree® Plasmid Purification (velikost Maxi), QIAGEN (Německo)  
- obsahovalo pufry: P1, P2, P3, ER, QBT, QC, QN  
• ethanol (96%), Penta (ČR)  
• fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF), Sigma-Aldrich (USA) 
• fetální bovinní sérum (FBS), Sigma-Aldrich (USA) 
• Folin-Ciocalteau, Penta (ČR) 
• fosfátový pufr (PBS) (koncentrovaný 10x), Lonza (Švýcarsko)  
• glycerol (bezvodý), Penta (ČR)  
• glycin, Sigma-Aldrich (USA)  
• chlorid sodný, Sigma-Aldrich (USA) 
• Hydroxid sodný (NaOH) Penta (ČR) 
• hovězí sérový albumin (BSA), Sigma-Aldrich (USA)  
• interferon γ (INF-γ), Sigma-Aldrich (USA) 
• isopropanol, Penta (ČR)  
• koktejl inhibitorů proteáz (PIC), Sigma-Aldrich (USA) 
• kvasinkový extrakt (Yeast extract bacteriological), Sigma-Aldrich (USA)  
• kyselina ethylendiamintetraoctová (EDTA), Sigma-Aldrich (USA)  
• kyselina octová (99%), Penta (ČR)  
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• luminiscenční substrát SuperSignal WestFemto Maximum Sensitivity Substrate, 
ThermoScientific (USA)  
• luminiscenční substrát SuperSignal WestPico Chemiluminescent Substrate, 
ThermoScientific (USA) 
• luminiscenční substrát Western Bright Sirius, Advansta (USA) 
• marker molekulových hmotností SeeBlue Plus2 Prestained Standard, Invitrogen 
(USA)  
• methanol (99,8%), Penta (ČR) 
• redukované sérové médium (Opti-MEM TM), Life Technologies (USA) 
• N,N,N´,N´-tetramethylethylendiamin (TEMED), Sigma-Aldrich (USA)  
• persíran amonný (APS), Sigma-Aldrich (USA)  
• primární protilátky (Abcam, Velká Británie; Cell Signaling, USA; MitoScience, Velká 
Británie) - α-tubulin , β-aktin, AFG3L2, ATP D, citrát syntáza,  ClpP, ClpX, cl. 
PARP, COX 2, COX 4, COX 5a, eIF2-α, fosfo-p53, GAPDH, Grp 75, LONP, 
mitofusin 2, MRPS 31, mt-ND5, NDUF B4, NRF 1, OMA1, OSCP, p21, p53, 
Parkin, PHB 2, SDH A, SDH B, survivin, TFAM, TRAP 1, UQCRC1, UQCRC2, 
VDAC1, YME1L1 
• puromycin, Sigma-Aldrich (USA)  
• sacharóza, Penta (ČR)  
• sekundární anti-rabbit protilátka, Sigma-Aldrich (USA)  
• sekundární anti-mouse protilátka, Sigma-Aldrich (USA)  
• síran měďnatý x 1 H2O (CuSO4 x 1 H2O) Lachema (ČR) 
• staurosporin, Sigma-Aldrich (USA)  
• superdestilovaná voda Milli-Q, MilliPore (USA)  
• transfekční kit Lipofectamine 3000, Invitrogen (USA) 
- obsahovalo reagencie Lipofectamine 3000 a P 3000 
• tricin, Sigma-Aldrich (USA)  
• tris, Sigma-Aldrich (USA)  
• Triton X-100 Sigma-Aldrich (USA) 
• Tropix I-Block, Applied Biosystems (USA) 
• trypsin, Sigma-Aldrich (USA)  
• trypton, Sigma-Aldrich (USA) 
• Tumor Necrosis Factor - α lidský (TNF-α), Sigma-Aldrich (USA) 
• Tween 20, Sigma-Aldrich (USA)  
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• Uhličitan sodný (Na2CO3 x 1 H2O), Lach-Ner (ČR) 
• Vinan sodno-draselný (C4 H4 KNaO6 x 4 H2O) Lachema (ČR) 
• Whatman® filtrační papír, Whatman (Německo)  
• β-merkaptoethanol, Sigma-Aldrich (USA)  
 
3.1.2. Roztoky připravené v laboratoři  
• 30,8% akrylamid/bisakrylamid – 30% (v/v) akrylamid; 0,8% (v/v) bisakrylamid  
• anodový pufr (SDS-PAGE) – 100mM Tris-HCl, pH 8,9  
• barvící roztok na gely – 0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250; 45% (v/v) 
methanol; 10% (v/v) octová kyselina  
• gelový pufr na SDS (koncentrovaný 3x) – 3 M Tris-Cl, pH 8,45; 0,3 % (w/v) SDS  
• katodový pufr (SDS-PAGE) – 100 mM Tris-Cl, pH 8,9; 100mM tricin; 0,1% (w/v) SDS  
• LB roztok média s nižším obsahem soli (LB-LS) – 1% (w/v) trypton; 0,5% (w/v) 
kvasinkový extrakt; 0,5% (w/v) NaCl  
• Lowry roztok A – 0,4% (w/v) NaOH, 2% (w/v) Na2CO3 
• Lowry roztok B – 0,5% (w/v) CuSO4  
• Lowry roztok C – 1% (w/v) vinan sodno-draselný 1% 
• odbarvovací roztok – 25% (v/v) methanol; 10% (v/v) octová kyselina  
• RIPA pufr – 50 mM Tris-Cl, pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM PMSF; 1 mM EDTA; 1% 
(w/v) Triton X-100; 1% (w/v) deoxycholát sodný; 0,1% (w/v) SDS; 1% (v/v) PIC  
• STE izolační roztok – 10 mM Tris-HCl, pH 7,4; 250 mM sacharóza; 1 mM EDTA; 1% 
(v/v) PIC  
• TBS pufr (koncentrovaný 10x) –20mM Tris-Cl; 130mM NaCl; pH 7,6  
• transferový pufr pro PVDF membrány – 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 10% (v/v) 
methanol; 0,02% (w/v) SDS  
• vzorkový pufr (SDS-PAGE) (koncentrovaný 4x) – 50 mM Tris-HCl, pH 6,8; 12% (v/v) 
glycerol; 4% (w/v) SDS; 0,01% (w/v) bromfenolová modř; 2% β-merkapto-ethanol 







3.1.3 - Biologický materiál 
HEK 293 buňky 
 - čistý HEK 293, A.A.T.C, Manassas (USA)  
 - HEK 293 v laboratoři transfekované umlčujícími shRNA (pGIPZ shRNA mir 
konstrukt cílící jednotlivé proteázy, viz níže) a jejich kontroly (pGIPZ mir konstrukt - 
zkrácený). shRNA byly získány od Open Biosystems, Dharmacon (USA) 
• ClpP KD a kontrola 
• ClpX KD a kontrola 
• AFG3L2 KD a kontrola  
E. coli s expresním plasmidem 
 - ClpPWT - C-fůzní Myc-FLAG-tagged ORFexpresní konstrukt pCMV6-CLPP 
obsahující lidskou CLPP cDNA ORF sekvenci (GenBank®) 
  - ClpPS153A - C-fůzní Myc-FLAG-tagged ORFexpresní konstrukt pCMV6-CLPP 
obsahující lidskou CLPP cDNA ORF sekvenci (GenBank®) se zavedenou mutací 457A˃G 
 
3.1.4 - Přístroje 
• GBOX  imaging system, Syngene (Indie)  
•„vortex“ Gilson GVLab Vortex Mixer, Gilson (Česká republika) 
• analytické váhy KERN (Česká republika) 
• aparatura na vertikální elektroforézu MiniPROTEAN 3 Cell, Bio-Rad (USA)  
• automatické pipety Eppendorf (Německo); Gilson (USA);  
• automatický autokláv MAC-235EX, Schoeller (Česká republika)  
• blotovací aparatura Fastblot B64, Biometra (Německo)  
• centrifugy Biofuge 28RS, Heraeus (Německo); Mikro 200, Hettich Zentrifugen 
(Německo); Rotanta 460R, Hettich Zentrifugen (Německo); UNIVERSAL 16R, 
Hettich Zentrifugen (Německo); UNIVERSAL 32R, Hettich Zentrifugen (Německo)  
• elektroforetické zdroje PowerPac 1000, PowerPac Basic, PowerPac HC, Bio-Rad (USA)  
• chladící a mrazící boxy Liebherr (Švýcarsko); Sanyo (Japonsko); Zanussi (Itálie)  
• inkubátor MCO-18 AIC, Sanyo (Japonsko)  
• kryokontejner Thermolyne Liquid Nitrogen Cryo Storage Tank s monitorem tekutého 
dusíku, Thermo Scientific (USA)  
• laminární box Clean Air, Schoeller (Česká republika)  
• ledovač, Brema Ice Makers (Itálie)  
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• magnetické míchadlo AREX, P-Lab (ČR)  
• mikroskop DIAPHOT 200, NIKON (Japonsko)  
• pH-metr 913, Metrohm (Švýcarsko)  
• Dounceho sklo-sklo homogenizátor, Bellco, (USA) 
• rotátor (rotating mixer), Torrey pines scientific, INC (USA)       
• Scepter Handheld Automated Cell Counter, MilliPore (USA)  
• spektrofotometr NanoDrop Spectrophotometer ND-1000, NanoDrop Technologies 
(USA) Scepter Handheld Automated Cell Counter, MilliPore (USA) 
• spektrofotometr UV-2401PC, Shimadzu (Japonsko)  
• sušička gelů GD 4534, Biometra (Německo)  
• termostat AccuBlock Digital Dry Bath, Labnet (USA)  
• třepačka Polymax 1040, Heidolph (Německo)  
• ultrasonikační homogenizér 4710, Cole-Parmer instrument (USA)  
Pro experimenty jsem používal laboratorní sklo (Simax, sklárny Kavalier, ČR), plastové 
kyvety (BRAND GmbH, Německo) a plast (Axygen, USA; Eppendorf, Německo; 





3.2 - Metody 
3.2.1 - Kultivace E. coli 
250 ml autoklávovaného 1x LB média jsem ošetřil přidáním selekčního antibiotika 
kanamycinu (30 µg/ml) a přelil do autoklávované 500ml Erlenmeyerovy baňky. Následně 
jsem do média přidal 100 µl buněčné suspenze E. coli obsahující plasmid našeho zájmu. 
Baňku jsem nechal třepat 15 hodin ve 37°C, 220 RPM. 
 
3.2.2 - Izolace a purifikace plazmidů pro transfekci buněk 
Využíval jsem EndoFree Plasmid Maxi Kit od německé firmy Quiagen. Postupoval 
jsem podle příručky od výrobce EndoFree® Plasmid Purification Handbook. 
Průběh experimentu jsem sledoval pomocí změn barvy a konzistence přidané reagencie 
LyseBlue (Quiagen, Německo) do pufru P1 (Quiagen, Německo). 
 
Abych buňky sklidil, centrifugoval jsem je 15 minut při 4°C a 5525 RCF. Peletu jsem 
následně resuspendoval v 10 ml pufru P1. Poté jsem buňky lyzoval přidáním 10 ml lyzačního 
pufru P2 (Quiagen, Německo). Po šetrném promíchání jsem nechal pufr působit 5 minut. 
Následně jsem přidal 10 ml precipitačního pufru P3 (Quiagen, Německo), několikrát otočil 
falkonku a nalil směs do QIAfilter cartridge (Quiagen, Německo). Po 10-ti minutách inkubace 
jsem odšrouboval spodek cartridge, nasadil píst a pomocí něj přefiltroval vzorek pro 
odstranění sraženiny. Ke směsi jsem přidal 2,5 ml ER pufru (Quiagen, Německo) pro 
odstranění endotoxinů. Následně jsem inkuboval směs na ledu 30 minut. V mezičase jsem 
připravil QUAGEN-tip a promyl jí pomocí 10 ml QBT pufru (Quiagen, Německo). Po 
inkubaci na ledu jsem vzorek nalil do QUIAGEN-tip a nechal působit gravitační tok. Po 
vyprázdnění QUIAGEN-tip jsem QUIAGEN-tip ještě 2x promyl 30 ml QC pufru (Quiagen, 
Německo). Poté jsem eluoval DNA do sterilní falkonky pomocí 15 ml QC pufru (Quiagen, 
Německo). Plasmidy jsem následně precipitoval přidáním 10,5 ml isopropanolu a směs jsem 
centrifugoval 30 minut při 15 000 g a 4°C. Po vylití supernatantu jsem peletu opláchl pomocí 
70% ethanolu a centrifugoval 10 minut při 15 000 g a 4°C. Opět jsem slil supernatant a peletu 
jsem nechal sušit 10 minut v RT. Poté jsem DNA rozpustil ve 100 µl MilliQ H2O, přenesl do 




3.2.3 - Měření koncentrace DNA 
Koncentraci DNA obou vzorků jsem měřil na přístroji NanoDrop Spectrophotometer 
ND-1000 (NanoDrop Technologies, USA). Jako kontrolní vzorek byla použita čistá MilliQ 
H2O.  
 
3.2.4. Kultivace buněčné linie HEK 293 
Pokusy jsem prováděl na buňkách odvozených od buněčné linie HEK 293. Tato linie je 
odvozená od lidských ledvinných embryonálních buněk. Buňky jsem pěstoval 
v suplementovaném médiu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium, PAN Biotech; 
Německo). Médium bylo připraveno tak, že do 500 ml média jsem přidal 50 ml iFBS (Sigma-
Aldrich; USA) a 5 ml antibiotického a antimykotického roztoku (koncentrovaný 100x; PAA, 
Rakousko).  
Do dvou láhví T75 jsem nalil po 25 ml takového média a dal láhve temperovat a 
saturovat CO2 do inkubátoru (37°C, 5% CO2). Do těchto lahví jsem po saturaci přidal po 
900 μl rozmražené buněčné suspenze a nechal 8 hodin v inkubátoru, aby buňky dosedly na 
dno. Poté jsem buňkám odsál médium, opláchl je sterilním PBS a přidal nové médium. 
Médium jsem měnil ob den. Když měli buňky konfluenci nad 90%, provedl jsem pásážování.  
Buňkám jsem odsál médium, opláchl je RT PBS a přidal 1,5 ml 1x TE (trypsin-
EDTA)/láhev vytemperované na 37 °C. S lahví jsem opatrně klepal, abych urychlil uvolnění 
buněk, které jsem průběžně kontroloval pod mikroskopem. Když se buňky uvolnily, zastavil 
jsem trypsinizaci přidáním 10 ml média. Buňky jsem pipetou resuspendoval a suspenzi buněk 
jsem následně rovnoměrně rozpipetoval do nových láhví T75, doplnil vytemperovaným 
suplementovaným médiem do 25 ml a láhve opět umístil do inkubátoru. Pokud není uvedeno 
jinak, bylo do média od první pasáže přidáváno selekční antibiotikum puromycin (10 μg/ml).  
 Při sklízení buněk jsem odsál médium, buňky opláchl RT PBS a následně sklízel 
pomocí 10 ml ledového PBS/láhev. Opět jsem uvolnění buněk podpořil opatrným klepáním a 
po jejich uvolnění jsem případné zbylé buňky ze dna uvolnil cell-scraperem (Sigma-Aldrich, 
USA). Buňky jsem pietou resuspendoval a následně přenesl do 16ml falkonky. Každou láhev 
opláchl ještě 2 ml PBS a přidal ke zbytku suspenze. Suspenzi jsem centrifugoval na centrifuze 
UNIVERSAL 32R (Hettich Zentrifugen, Německo) 7 min při 1900 g a 6°C. Poté jsem slil 
supernatant, buňky resuspendoval v 5 ml ledového PBS a centrifugaci opakoval. Opět jsem 




3.2.5. Opětovné zamražení buněk 
Od každé buněčné linie jsem zamrazil část buněk pro případnou revitalizaci. Buňky 
jsem opláchl PBS a následně trypsinizoval 1,5 ml 1x TE/láhev. Po uvolnění buněk jsem 
trypsinizaci zastavil přidáním 10 ml suplementovaného média bez puromycinu a následně 
buněčnou suspenzi centrifugoval 7 minut v RT a 1900g na UNIVERSAL 32R (Hettich 
Zentrifugen, Německo). Buněčnou peletu jsem resuspendoval ve 3600 μl 10% v/v 
dimethylsulfoxidu (DMSO) v suplementovaném médiu bez puromycinu a následně po 1800 
μl přenesl do dvou kryotub. Ty byly následně uloženy v -80°C a po 24 hodinách přesunuty do 
dusíkového kryokontejneru Thermolyne Liquid Nitrogen Cryo Storage Tank s monitorem 
tekutého dusíku (Thermo Scientific, USA) (-196 °C). 
 
3.2.6. Stanovení růstové křivky 
Buňky jsem rozpěstoval v suplementovaném médiu s puromycinem (10 μg/ml). Pro 
určení růstové křivky jsem používal 6-ti jamkovou destičku. Do osmi jamek/linie jsem 
napipetoval 2 ml suplementovaného média s puromycinem, nechal médium vytemperovat na 
37°C a nasytit 5% CO2. Buňky byly sklizeny pomocí 1x TE, trypsinizace zastavena 5-ti ml 
suplementovaného média a pomocí počítací pipety Scepter Handheld Automated Cell Counter 
(MilliPore, USA) a počítací komůrky byla určena jejich hustota. Následně jsem přenesl od 
každé linie do osmi jamek 50 000 buněk. Buňky byly inkubovány v inkubátoru a každých 24 
hodin byla sklízena jedna jamka od každé linie. Buňky v jamce jsem 2x opláchl RT PBS a 
následně trypsinizoval 200 μl 1x TE. Trypsinizaci jsem zastavil přidáním 9,8 ml 
suplementovaného média a následně pomocí 3 měření počítací pipetou a jednoho měření v 
počítací komůrce stanovil koncentraci buněk. Poté jsem každých 24 hodin celý proces opakoval 
s tím, že 3., 5. a 7. den jsem buňkám vyměnil médium.  
 
  3.2.7. Indukce apoptózy  
V buněčných liniích jsem indukoval vnitřní apoptotickou dráhu pomocí staurosporinu a 
vnější pomocí TNF-α (tumor necrosis factor) a INF-γ (interferon) a vnější apoptotickou dráhu 
pomocí staurosporinu. Od každé linie jsem si připravil deset lahví s konfluencí přibližně 90%. 
Buňky byly pěstovány v suplementovaném médiu s puromycinem. Pro indukci apoptózy 
staurosporinem jsem si připravil médium s 2μM staurosporinem. Do 20 ml přefiltrovaného 
suplementovaného média jsem přidal 30 μl staurosporinu (Sigma-Aldrich; USA). Obdobně 
jsem připravil i médium s TNF-α (Sigma-Aldrich; USA) (1/1 000 000) a INFγ (Sigma-
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Aldrich; USA) (1/1 250 000). Následně jsem čtyřem lahvím od každé linie vyměnil médium 
za 20 ml média se staurosporinem, dalším čtyřem jsem vyměnil médium za 20 ml média 
s TNF-α a INF-γ, a dvě láhve/linie sklidil jako vzorky z jednotlivých indukcí v čase 0h. 
Buňky byly ponechány v inkubátoru ve 37°C a 5% CO2. Po 3, 6-ti, 9-ti a 12-ti hodinách od 
začátku indukce jsem ledovým PBS sklízel po jedné láhvi každé indukované linie.  
 
3.2.8. Transientní transfekce buněk expresním plazmidem 
Od každé linie jsem si připravil 20 láhví s konfluencí přibližně 90%. Následně jsem si 
připravil reakční směs transfekčního kitu Lipofectamine 3000 (Invitrogen, USA). Rozpustil 
jsem 32 μl lipofectaminu 3000 (Invitrogen, USA) v 1 ml Opti-Mem média/láhev. Následně 
jsem rozpustil 20 μg plazmidové DNA a 40 μl reagencie P 3000 (Invitrogen, USA) také 
v 1 ml média/láhev tak, že polovina směsí obsahovala plasmidovou DNA s ClpPWT a druhá 
polovina s ClpPS153A. Obě směsi jsem smíchal a nechal 15 minut v RT. Poté jsem výslednou 
směs dolil 5,9 ml Opti-Mem a opět nechal 15 minut v RT. Buňky jsem opláchl RT PBS, přilil 
jim připravených 8 ml směsi a nechal reakci probíhat 8 hodin v inkubátoru (37°C, 5% CO2). 
Připravil jsem si médium. Do 500 ml DMEM (PAN Biotech, Německo) jsem přidal 100 ml 
inaktivovaného FBS (Sigma-Aldrich, USA) a 6 ml 100x koncentrovaného antibiotického a 
antimykotického roztoku (Biosera, Francie). Takto obohaceného média jsem po 8-mi 
hodinách inkubace přidal ke každé láhvi 12 ml a buňky nechal růst dalších 36 hodin 
v inkubátoru (37°C, 5% CO2). Poté jsem buňky sklidil ledovým PBS.  
 
3.2.9. Izolace mitochondrií 
Celou izolaci jsem prováděl na ledu. Sklizené buňky jsem rozmrazil a resuspendoval 
v ekvivalentním množství STE roztoku. Následně jsem suspenzi homogenizoval v Dounceho 
sklo-sklo homogenizátoru 3 minuty/homogenizace jednoho obsahu homogenizátoru. 
Homogenát jsem centrifugoval v centrifuze Biofuge 28RS (Heraeus, Německo), předchlazené 
na 4°C, 15 minut při 600 g. Odebral jsem supernatant a ten jsem opět centrifugoval, tentokrát 
25 minut při 10 000 g a opět 4°C. Následně jsem mitochondriální peletu resuspendoval 
v malém množství STE roztoku tak, aby dosáhla optické homogenity. Poté jsem změřil její 




3.2.10. Měření koncentrace proteinu Bradfordové metodou 
Měření koncentrace proteinu probíhalo ve třech opakováních metodou Bradfordové.  
Každý vzorek jsem zvortexoval a přidal od něj 1 μl do 799 μl destilované H2O. Pro 
srovnávací “prázdný“ vzorek jsem přidal 1 μl H2O do 799 μl H2O. Vzorky jsem zvortexoval, 
přidal k nim 200 μl Bradfordova činidla a nechal 10 minut inkubovat v RT.  Poté jsem změřil 
jejich koncentraci proteinu na spektrofotometru UV-2401PC (Shimadzu, Japonsko).  
 
3.2.11. Měření koncentrace proteinu Lowryho metodou 
Lowryho metodu jsem používal pro určení koncentrace proteinu vzorků určených 
k imunoprecipitaci. Všechny vzorky (kalibrační i měřené) jsem si připravil a následně měřil 
ve dvou opakováních. Vzorky kalibrační křivky podle jsem připravil tabulky č. 1. 
 
Tabulka č. 1. Míchání standardů 
 
Z měřených vzorků jsem si odebral 3 μl a 10x je zředil dH2O, poté jsem ze zředěné 
směsi odebral 5 a 7 μl do nových 1,5ml ependorfek (opět ve dvou opakováních), doplnil 
vodou do 200 μl a zvortexoval. Připravil jsem si roztok MIX s výslednými koncentracemi: 
roztok C (2%), roztok B (2%) a roztok A (96%). Prvně jsem smíchal B a C a teprve následně 
přidal roztok A. Z roztoku MIX jsem přidal 1 ml ke všem vzorkům a nechal 15 minut stát 
v RT. Folinovo reagens jsem čerstvě zředil dH2O v poměru 1:1 a poté přidal 100 μl ke 
každému vzorku. Směs jsem nechal 30 minut odstát v RT. Poté jsem zkalibroval 
spektrofotometr UV-2401PC (Shimadzu, Japonsko) a následně na něm změřil koncentraci 
měřených vzorků. Měření jsem prováděl ve vlnové délce 700 nm. Výsledné hodnoty jsem 
následně přepočetl na původní koncentraci a všechny 4 měření na vzorek zprůměroval.  
 
3.2.12. Příprava vzorku na SDS-PAGE 
Vzorek jsem rozmrazil na ledu a přidal k němu pufr RIPA v poměru 1:1 k objemu 
sklizených buněk. Vzorek jsem po dobu 20-ti minut každých 5 minut vortexoval. Poté jsem 
číslo vzorku: H2O/µl BSA/µl koncentrace BSA /(µg/µl) 
Blank 200 - - 
1. 175 25 5 
2. 150 50 10 
3. 125 75 15 
4. 100 100 20 
5. 75 125 20 
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vzorek centrifugoval na centrifuze Biofuge 28RS (Heraeus, Německo) 20000 g při 4 °C po dobu 
10 min. Odebral jsem supernatant a změřil koncentraci proteinu metodou Bradfordové. Připravil 
jsem si 4x SB s čerstvě přidaným merkaptoethanolem (8%). Tuto směs jsem přidal k vzorku 
v objemu trojnásobném oproti objemu vzorku. Následně jsem vzorky nechal 30 minut temperovat 
v 37°C a poté je uložil do -20°C. 
 
3.2.13. SDS-PAGE elektroforéza 
Očištěná sklíčka jsem umístil do stojanu. Na ledu jsem si namíchal směs na gel podle 
tabulky č. 2. APS a TEMED jsem přidával těsně před nalitím gelu. Nejprve jsem nalil separační 
gel, převrstvil jej vodou a nechal hodinu tuhnout. Poté jsem vodu slil, nalil čerstvě připravený 
zaostřovací gel, vložil hřebínek a nechal gel tuhnout 30 minut. Sklíčka s gely jsem umístil do 
elektroforetické aparatury, vyndal hřebínky, naloadoval vzorky a nalil katodový a anodový pufr. 
30 minut jsem nechal běžet elektroforézu při 40 V, poté jsem zvýšil napětí na 100 V. 
 







3.2.14. Western blot a imunodetekce 
Gely z elektroforézy jsem změřil a přemístil do transferového pufru na 30 minut. Mezitím 
jsem si připravil ke každému gelu PVDF membránu a 6 filtračních papírů Whatman® (Whatman, 
Německo) v rozměru gelu. Membránu jsem aktivoval 30 sekund v methanolu, poté opláchl vodou 
a přenesl do transferového pufru. Po uplynutí 30 minut jsem připravil sloupeček 3 Whatmanů a 
membrány do Fastblotu B64 (Biometra, Německo). Na ně jsem umístil odpovídající gel a opět 3 
Whatmany. Všechny Whatmany byly navlhčené v transferovém pufru, stejně jako deska 
Fastblotu, aby byly zajištěny polosuché (semi-dry) podmínky. Nasadil jsem víko a spustil přístroj 
na konstantní proud o velikosti určené podle vzorce (plocha membrán/cm2) x 0,65 mA na 1 
hodinu. Poté jsem přístroj rozebral a membrány dal na 8 hodin sušit do papírové krabičky. Po 
usušení jsem membrány aktivoval 2x 5 minut v methanolu. Methanol jsem slil a membrány 
opláchl 2x 10 minut v 1xTBS. Poté jsem membránu blokoval 2 hodiny v 0,2% roztoku i-Block™ 
 zaostřovací gel 4% separační gel 12% 
Acrylamide 30,8% 1,3 ml 3,9 ml 
3x GB 3,33 ml 3,33 ml 
dH2O 5,27 ml 2,7 ml 
APS 10% 100 µl 50 µl 
TEMED 10 µl 5 µl 
celk. objem 10 ml 10 ml 
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Tropix (Invitrogen, USA) v TBS. Membrány jsem opláchl v TBS 2x10 minut a následně 
inkuboval v roztoku primární protilátky v 0,2%  roztoku i-Blocku v 1x TBS s 0,1% Tween. 
Koncentrace protilátky v roztoku se v závislosti na protilátce pohybovala mezi 1:1000 a 1:10000. 
Inkubace v primární protilátce probíhala 2-3 hodiny v RT nebo přes noc v 4°C. Po uběhnutí doby 
jsem membrány 4x opláchl 1xTBS s 0,1% Tween v intervalech 1,5,10 a 15 minut. Poté jsem 
membrány inkuboval hodinu v roztoku sekundární protilátky v 1x TBS s 0,1% Tween. Anti-rabbit 
protilátky jsem ředil na koncentraci 1:2500, anti-mouse jsem ředil 1:4000. Opět jsem membrány 
4x opláchl 1xTBS s 0,1% Tween v intervalech 1,5,10 a 15 minut a následně je ještě 2x opláchl 
1xTBS po deseti minutách. Nakonec jsem membrány vyvíjel v luminiscenčním substrátu 
SuperSignal WestFemto Maximum Sensitivity Substrate, ThermoScientific (USA), SuperSignal 
WestPico Chemiluminescent Substrate, ThermoScientific (USA), nebo Western Bright Sirius, 
Advansta (USA). Následně jsem signál vyhodnotil na přístroji GBOX imaging system, 
(Syngene, Indie). 
 
3.2.15. Barvení gelů 
Jako jednu z kontrol správného loadování jsem gely po Western-Blotu barvil alespoň 3 
hodiny v barvícím roztoku s Coomassie Brilliant Blue. Následně jsem je opláchl dH2O a 
odbarvoval další alespoň 3 hodiny v odbarvovacím roztoku. Gely jsem pak přenesl na filtrační 
papír Whatman® (Whatman, Německo) a usušil v sušičce gelů (Biometra, Německo). 
 
3.2.16. Koimunoprecipitace 
Pro imunoprecipitaci jsem použil mitochondrie izolované z buněk po proběhnutí transientí 
transfekce plasmidem kódujícím ClpPWT nebo ClpPS153A (ClpP s mutací v aktivním místě) s 
navázaným oligopeptidem FLAG. Objem mitochondrií, obsahující 1 mg mitochondriálních 
proteinů, jsem lyzoval pomocí 1 ml lyzačního roztoku (2% PIC, 0,5% Triton X-100, v 1xTBS). 
Směs jsem vortexoval každé 4 minuty po dobu 20ti minut. 
 Mezitím jsem si připravil anti-FLAG M2-afinity kuličky (Sigma-Aldrich, USA), které jsem 
rozmrazil, odebral 5% μl/vzorek, centrifugoval na UNIVERSAL 32R (Hettich Zentrifugen, 
Německo) 8200 g, 30 sekund. Pipetou jsem odsál supernatant, přidal jsem 500 μl 1x TBS, 
zvortexoval a opět centrifugoval 8200 g, 30 sekund. Tento proces oplachování jsem opakoval 
dohromady 3x.  
Mitochondriální lyzát jsem centrifugoval na UNIVERSAL 32R (Hettich Zentrifugen, 
Německo) při 10 000 g, 10 minut. Poté jsem odebral supernatant a přepipetoval ho k anti-
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FLAG M2 kuličkám. Suspenzi jsem dal do rotátoru (Torrey pines scientific, USA) a nechal 
probíhat reakci 3,5 hodiny při 4°C. Poté jsem směs centrifugoval 8200 g, 30 sekund a odebral 
supernatant (frakce Flow Through). 5x jsem kuličky opláchl v 1x TBS s 2% PIC a opět 
centrifugoval. Přidal jsem 100 μl 3x FLAG peptidu (Sigma-Aldrich, USA) a 30 minut nechal 
eluovat v rotátoru při 4°C. Poté jsem směs opět centrifugoval při 8200g, 30 sekund. Odebral jsem 
supernatant (koimunoprecipitát) a jak ten, tak frakci Flow Through jsem doplnil trojnásobným 
objemem 4x SB s 8% merkaptoethanolu a nechal inkubovat 30 minut ve 37°C. Poté jsem oba 
vzorky uložil do -20 °C. 
 
 
3.2.17. Měření aktivit jednotlivých komplexů dýchacího řetězce 
U mnou vyizolovaných mitochondriích byly spektrofotometricky měřeny aktivity 






Mitochondriální proteázy mají důležité role v mnoha buněčných dějích, od regulace 
buněčného cyklu, přes odpověď na buněčný stres a apoptózu až po regulace metabolismu. Tyto 
role jsou dány jak jejich proteolytickou funkcí, tak schopností působit jako adaptorové proteiny 
pro další mitochondriální složky. V této práci jsem provedl buněčně biologickou a biochemickou 
analýzu linie, která má ClpP podjednotku ClpXP proteázy utlumenou prostřednictvím shRNA 
interference. Na této a kontrolní linii jsem sledoval růstovou rychlost, změnu exprese některých 
proteinů různých mitochondriálních drah.  
Následně jsem provedl reintrodukci ClpP v buňkách pomocí transfekce expresním 
plasmidem nesoucím ClpP a ClpP s mutací v aktivním místě A457G. Na těchto liniích jsem opět 
provedl biochemické srovnání míry exprese vybraných proteinů. Dále jsem se pomocí 
imunoprecipitace pokusil objevit interakční partnery ClpP a substráty ClpXP proteázy.  
Poté jsem se vedle downregulace ClpP pokusil dosáhnout také overexprese tím, že jsem 
“čisté“ HEK 293 buňky transfekoval opět stejnými plasmidy. Na všech těchto liniích poté byla 
měřena aktivita jednotlivých komplexů dýchacího řetězce.  
 
4.1 – ClpX a ClpP v ClpP KD buňkách 
Jako první jsem provedl biochemický důkaz knockdownu. Napěstoval jsem si buňky linie s 
KD vlastní ClpP podjednotky (dále ClpP KD) a k nim kontrolní linii, sklidil je, připravil z nich 
vzorky pro SDS-PAGE. Poté jsem provedl western-blot a imunodetekci pomocí protilátek. Jako 
loadovací kontroly jsem použil cytoskeletární protein α-tubulin a protein mitochondriálního 
kanálu VDAC1 (Voltage-dependent anion-selective channel 1). Současně s hladinou ClpP mě 
zajímala i hladina druhé podjednotky, ClpX. Výsledky jsou znázorněny na obrázku č.7. 
 
 
Obrázek 7: Biochemický důkaz KD ClpP podjednotky 
Důkaz utišení exprese ClpP v HEK 293 buňkách jsem 
provedl biochemicky pomocí SDS-PAGE, WB a 
imunodetekce. Na obrázku je zobrazen výsledek 
imunodetekce ClpP a ClpX. Jako kontrolní proteiny 
byly použity cytoskeletární α-tubulin a protein kanálu 




  Z obrázku je patrné, že v buňkách ClpP KD je exprese ClpP výrazně utlumena proti kontrolní 
linii. Současně se ukazuje, že ClpX má v případě absence ClpP zvýšenou hladinu v buňce. Lze 
předpokládat, že jde o snahu buňky potlačit dopad KD a tedy i snížení množství funkčních 
komplexů ClpXP. Při zvýšené hladině ClpX bude k rozpoznání substrátu docházet častěji a 
zbývající ClpP komplexy budou tak častěji využívány - dojde tedy k zachování větší části ClpXP 
aktivity, než by odpovídalo míře snížení ClpP.   
 
4.2 – Růstové křivky 
Pro obecnou charakterizaci dopadu ClpP knockdownu na buňky jsem se rozhodl změřit 
jejich růstovou rychlost. Pro srovnání jsem vedle růstové rychlosti linie s KD vlastní ClpP 
podjednotky (dále ClpP KD) změřil také růstovou rychlost linie s KD rozpoznávací podjednotky 
ClpX (dále ClpX KD) a linie s KD jiné mitochondriální proteázy, AFG3L2, která má 
proteolytickou doménu také otočenou do mitochondriální matrix (dále AFG3L2 KD). 
 Rozpěstoval jsem zamražené linie HEK 293 buněk s  expresí jednotlivých proteáz utišenou 
pomocí shRNA. V každé linii bylo 5 různých utišujících shRNA konstruktů pro omezení vlivu 
off-targetingu. Současně každá linie měla vlastní kontrolní linii trasfekovanou zkráceným pGIPZ 
mir konstruktem (dále NS). Výsledky měření jsou zobrazeny na obrázku č. 8. 
Obrázek č. 8: Růstové rychlosti linií 
s utišenou proteázou a její kontroly 
Grafy znázorňují růstové rychlosti linií 
ClpP KD, ClpX KD a AFG3L2 KD a jejich 
kontroly. Mezi měřeními počtu buněk byl 
interval 24 hodin a měření probíhaly po 
dobu sedmi dní od nanesení buněk do 
jamky. V grafech jsou znázorněny chybové 
odchylky pro měření v různých dnech.  
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Na růstových rychlostech je patrná výrazná změna u ClpX KD, oproti tomu u ClpP KD a 
AFG3L2 KD není rozdíl v růstových rychlostech příliš signifikantní. Zároveň hlavní rozdíl u 
ClpX KD působí jako neschopnost rychle reagovat na výměnu média 3. a 5. den zvýšením růstové 
rychlosti.  
Důvodem pro to, že ClpX KD má na buňky větší dopad než ClpP KD by mohlo být právě 
to, že ClpP KD je spojený se zvýšením exprese ClpX, zatímco ClpX KD se zvýšením míry ClpP 
spojený není (nepublikované výsledky laboratoře). Jak již bylo zmíněno, dnešní lidská ClpP není 
schopna v nepřítomnosti ClpX oligomerizovat a tedy by neměla mít proteolytickou aktivitu (Kang 
et al., 2002). Je ale možné, že u některého z předků dnešního člověka byla proteolytická aktivita 
ClpP heptameru nezávislá na ClpX a zvýšení hladiny ClpP podjednotky proteázy by tak mohlo 
vést k poškození buňky její nespecifickou proteolytickou aktivitou. Šlo by tedy o evoluční 
pozůstalost. I proto mě dále zajímalo, jak reaguje ClpX na reintrodukci ClpP v buňce.  
 
4.3 – Vliv umlčení ClpP na HEK 293 buňky na některé proteiny 
V další řadě jsem sledoval rozdíly exprese vybraných proteinů u ClpP KD a NS linie 
pomocí SDS-PAGE, western-blotu a imunodetekce. Všechna měření jsem prováděl v dubletech a 
alespoň ve dvou opakováních. Jako kontroly přesnosti nanášení jsem použil cytoskeletární 
proteiny α-tubulin a β-aktin. Sledované proteiny jsem následně rozdělil do čtyř skupin podle 
hlavní funkce. První sledovanou skupinou byly další mitochondriální proteázy - AFG3L2, LONP 
a YME1L1 (viz obrázek č. 9).  
 
Obrázek č. 9: Utišení ClpP ovlivňuje další 
mitoproteázy 
Dopad utišení exprese ClpP v HEK 293 
buňkách na ostatní proteázy jsem sledoval 
biochemicky pomocí SDS-PAGE, WB a 
imunodetekce. Vlevo je kontrolní vzorek 
transfekovaný “nonsense“ vlásenkou (NS), 
vpravo pak vzorek transfekovaný utišující 
shRNA zacílenou na expresi ClpP. Z výsledku 
je patrné, že zatímco exprese druhé matrixové 
proteázy LONP je s knockdownem zvýšena, 
tak proteázy vnitřní membrány YME1L1 a 
AFG3L2 jsou po KD ve snížené koncentraci.  
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Z výsledků je patrné, že druhá matrixová proteáza LONP je s knockdownem zvýšena. 
V tomto případě se může jednat obdobně jako u zvýšení ClpX o snahu potlačit defektní vliv 
nedostatku ClpP v buňce. LONP patří stejně jako komplex ClpXP mezi proteiny kontroly kvality 
a oba komplexy mají funkci jak proteázovou, tak chaperonovou (Pryde et al., 2016). LONP tedy 
pravděpodobně nahrazuje funkci chaperonu a proteolyticky odbourává společné substráty. 
Zároveň se v důsledku hromadění poškozených substrátů ClpXP, které LONP nerozpozná, 
zvyšuje riziko oxidativního stresu a LONP tedy musí o to aktivněji odbourávat například 
poškozené proteiny dýchacího řetězce.  
Dále také z těchto dat nelze vyloučit, že LONP by mohl být také substrátem ClpXP 
komplexu, který se v buňce hromadí. Hladinu LONP jsem tedy dále sledoval po reintrodukci ClpP 
v buňkách (viz kapitola 4.5). Vzhledem k tomu, že LONP a ClpXP kompetují o TFAM 
(Kasashima et al., 2012; Lu et al., 2013), lze při snížení ClpP a zvýšení LONP očekávat změna 
na úrovni TFAM. 
Naproti tomu, exprese obou sledovaných mitoproteáz vnitřní membrány je po KD ClpP 
snížena. Je možné, že ClpP se podílí na procesování membránových proteáz a jejich ukotvení do 
membrány, nebo že chaperonovou aktivitou podporuje stabilitu jejich matrixových domén. 
 
Druhá skupina, na kterou jsem se zaměřil, shrnovala některé proteiny energetického 
metabolismu (viz obrázek č. 10). Sem patřila citrát syntáza z Krebsova cyklu a dále proteiny 
dýchacího řetězce - podjednotky sukcinát dehydrogenázy (komplex II) SDH A  a SDH B 
(podjednotky A a B sukcinát dehydrogenázy), podjednotka komplexu IV COX 4 (podjednotka 4 
cytochrom oxidázy).  
Obrázek č. 10: Vliv utišení ClpP na proteiny 
energetického metabolismu 
Dopad utišení exprese ClpP v HEK 293 buňkách na 
některé proteiny energetického metabolismu jsem 
sledoval biochemicky pomocí SDS-PAGE, WB a 
imunodetekce. Vlevo je kontrolní vzorek 
transfekovaný “nonsense“ vlásenkou (NS), vpravo 
pak vzorek transfekovaný utišující shRNA zacílenou 
na expresi ClpP. Zatímco u citrát syntázy a SDH A 
žádná výrazná změna exprese neproběhla, hladiny 
SDH B, COX 4 a ATP D byly u KD linie znatelně 
snížené. V dolní části jsou zobrazené kontrolní 
proteiny α-tubulin a β-aktin v obou liniích.  
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Citrát syntáza je mitochondriální protein s relativně stabilní hladinou a není tedy 
překvapivé, že ani zde není výrazně ovlivněna. Obdobně je tomu i u SDH A podjednotky 
komplexu II. Jiná podjednotka komplexu II,  SDH B, byla popsána jako jeden ze substrátů ClpXP 
proteázy, a měla by se tedy v KD buňkách akumulovat v mitochondriích (Seo et al., 2016). 
V našich liniích ovšem došlo naopak k úbytku SDH B. Možná právě interakce se survivinem, 
který podporuje zabudovávání SDH B do komplexu II, zvyšuje stabilitu SDH B a tedy i jeho 
koncentraci v buňce.  
Stejným způsobem byly sníženy hladiny COX 4 a ATP D, podjednotek komplexů IV a V. 
Snížení zde by mohlo být způsobeno tím, že ClpP ovlivňuje mitochondriální transkripci přes 
degradaci ERAL1 (Szczepanowska et al., 2016) a současně u ClpP KD kvůli zvýšení ClpX 
dochází k ovlivnění transkripčního faktoru TFAM. Nedostatek mitochondriálně kódovaných 
podjednotek by mohl mít vliv na stabilitu celého komplexu a kvůli nestabilitě by pak 
docházelo k degradaci volných podjednotek, čímž by se snížila celková hladina těchto 
proteinů. Pro ověření těchto hypotéz jsem tyto proteiny dále sledoval po reintrodukci ClpP 
v buňce. 
 
Třetí skupina shrnovala proteiny apoptotické a antiapoptotické dráhy - p21, p53 a survivin. 
Výsledky značení jsou zobrazeny na obrázku č. 11 
 
Obrázek č. 11: Vliv utišení ClpP na proteiny 
apoptotické dráhy 
Dopad utišení exprese ClpP v HEK 293 buňkách 
na některé proteiny energetického metabolismu 
jsem sledoval biochemicky na celobuněčných 
lyzátech pomocí SDS-PAGE, WB a 
imunodetekce. Vlevo je kontrolní vzorek 
transfekovaný “nonsense“ vlásenkou (NS), 
vpravo pak vzorek transfekovaný utišující shRNA 
zacílenou na expresi ClpP. Je patrné, že 
centrální protein pro agregaci stresových 
signálů p53 je v KD linii v lehce zvýšené hladině, 
obdobně jako proapoptotický p21, jeden 
z hlavních cílů p53. Antiapoptotický survivin je 
snížený. Jako kontrola byly použity 




Výsledky ukazují, že KD ClpP je pro buňky stresovou změnou. Při zvýšení buněčné 
koncentrace centrálního proteinu buněčného stresu p53 i jednoho z cílů p53, inhibitoru buněčného 
cyklu p21 a snížení survivinu inhibitor apoptózy by se dalo očekávat, že bude ovlivněna i růstová 
rychlost, k tomu ale u naší linie nedošlo. Dále je třeba pamatovat, že survivin má i jiné než 
antiapoptotické funkce, například se podílí na začlenění SDH B do komplexu II. Survivin má 
současně prokázanou interakci s ClpP (Seo et al., 2016), takže nelze vyloučit, že snížení jeho 
hladiny nemusí se stresem vůbec souviset.  
Dopad změny hladiny p53 je ale obtížněji odhadnutelný, protože p53 integruje mnoho drah 
buněčného stresu a pouhá jeho koncentrace nemusí plně vypovídat o jeho aktivitě. Vzhledem 
k těmto výsledkům jsme se rozhodli v dalším kroku provést na ClpP KD buňkách indukci 
apoptózy. 
 
Poslední skupina proteinů, které jsme sledovali v tomto kroku, shrnovala zbylé proteiny 
různých drah - mitochondriální chaperon TRAP1, dále transkripční faktor NRF1 (nukleární 
respirační faktor 1), mitochondriální ubiquitin ligázu Parkin, podjednotku mitochondriálního 
ribosomu MRPS 31 a mitochondriální transkripční faktor A (TFAM). Výsledky jsou zobrazeny na 
obrázku č. 12. 
 
Obrázek č. 12: Vliv utišení ClpP na proteiny 
dalších mitochondriálních drah 
Dopad utišení exprese ClpP v HEK 293 buňkách 
na některé mitochondriální proteiny jsem 
sledoval biochemicky na celobuněčných lyzátech 
pomocí SDS-PAGE, WB a imunodetekce. Vlevo 
je kontrolní vzorek transfekovaný “nonsense“ 
vlásenkou (NS), vpravo pak vzorek 
transfekovaný utišující shRNA zacílenou na 
expresi ClpP. Sledoval jsem snížení exprese u 
mitochondriálního chaperonu TRAP 1, 
transkripčního faktoru NRF1, a dvou proteinů 
mitochondriální genové exprese MRPS 31 a 
TFAM, zatímco exprese ubiqitin-ligázy Parkin se 






Z výsledků je patrné, že mitochondriální chaperon TRAP1 je v buňkách s ClpP KD ve 
snížené koncentraci. TRAP1 tvoří vazbu jak s ClpP, tak se survivinem, které jsou oba v ClpP KD 
linii ve snížených koncentracích. V práci z roku 2016 bylo ukázáno, že při snížení exprese 
survivinu se sníží i exprese TRAP1 (Seo et al., 2016). Mé výsledky tedy odpovídají těmto 
zjištěním.  
Dalším proteinem, u kterého došlo ke snížení exprese je NRF1. NRF1 je jaderný 
transkripční faktor, který aktivuje jaderné geny potřebné pro respiraci, syntézu mitochondriální 
DNA, mitochondriální transkripci a další mitochondriální dráhy (Scarpulla, 2006). Jedním 
z těchto  genů je gen pro mitochondriálni transkripční faktor TFAM, u něhož jsme také pozorovali 
snížení. Současně TFAM v jádře negativní zpětnou vazbou snižuje aktivitu NRF1 a tím i vlastní 
expresi (Lee et al., 2014). To, společně se snížením hladiny podjednotky mitochondriálního 
chromosomu MRPS 31, opět může mít za následek snížení hladiny mitochondriálních proteinů, a 
to jak jaderných, tak mitochondriálně kódovaných.  
Posledním proteinem z této skupiny je mitochondriální ubiqitin-ligáza Parkin. Parkin je 
zodpovědný za ubiqitinilaci proteinů vnější mitochondriální membrány a následnou mitofágii 
poškozených mitochondrií (Seirafi et al., 2015). Zvýšení jeho hladiny v buňce by mohlo 
naznačovat horší stav mitochondrií ClpP KD linie způsobený některým z dříve popsaných jevů.  
 
 
4.4 – Indukce apoptózy  
Vzhledem k změnám u proapoptotických proteinů p53 a p21 jsem na ClpP KD linii a 
kontrolní linii indukoval vnější apoptotickou dráhu staurosporinem (2μM) a vnitřní apoptotickou 
dráhu pomocí TNF-α (1/1 000 000) a INF-γ (1/1 250 000). Buňky jsem sklízel v časech 0, 3, 6, 9 
a 12 hodin od indukce apoptózy. Následně jsem si připravil vzorky a provedl SDS-PAGE a 
western blot. Na liniích jsem sledoval změny na úrovni hladiny p21, kaspázou štěpeného a 
deaktivovaného proteinu PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase) a hladině proteinu p53 
fosforylovaného na pozici Ser15. Právě fosforylace tohoto serinu je klíčová pro aktivitu p53 
vedoucí k zastavení buněčného cyklu a k apoptóze (Loughery et al., 2014). Jako kontrolní 
proteiny jsem opět používal cytoskeletární α-tubulin a β-aktin. Výsledky značení vnitřní a vnější 
apoptotické dráhy jsou znázorněny níže (viz obrázky č. 13 a 14). 
Co se aktivity kaspáz na seštěpení PARP týče, není v případě vnitřní ani vnější apototické 





Obrázek č. 13: Indukce vnitřní apoptotické dráhy 
Vliv ClpP KD na vnitřní apoptotickou dráhu po indukci TNF-α a INF-γ jsem sledoval 
biochemicky na celobuněčných lyzátech pomocí SDS-PAGE, WB a imunodetekce. Vlevo jsou 
kontrolní vzorky, vpravo pak vzorky transfekovaný utišující shRNA zacílenou na expresi ClpP. 
Buňky byly sklízeny každé 3 hodiny v časech 0, 3, 6, 9 a 12 hodin od indukce apoptózy. Jako 




Obrázek č. 14: Indukce vnější apoptotické dráhy 
Vliv ClpP KD na vnitřní apoptotickou dráhu po indukci staurosporinem jsem sledoval 
biochemicky na celobuněčných lyzátech pomocí SDS-PAGE, WB a imunodetekce. Vlevo jsou 
kontrolní vzorky, vpravo pak vzorky transfekovaný utišující shRNA zacílenou na expresi ClpP. 
Buňky byly sklízeny každé 3 hodiny v časech 0, 3, 6, 9 a 12 hodin od indukce apoptózy. Jako 
markery apoptózy byly zvoleny kaspázou sestřižený PARP a dále p21 a fosfo-p53, protein p53 
fosforylovaný na Ser15. Jako kontrolní protein byl naznačen α-tubulin. 
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Oproti tomu u proteinu p21 je rozdíl značný. Výsledky indukce vnitřní i vnější apoptotické dráhy 
v čase 0 hodin jasně potvrzují, že linie ClpP KD má zvýšenou klidovou hladinu p21. Současně se 
změny hladiny p21 mezi ClpP KD a kontrolní linií liší u vnější a vnitřní dráhy. 
Indukce TNF-α a INF-γ vedla k poklesu hladiny p21 u ClpP KD a následně se hladina p21 
vyvíjela u obou linií shodně. Po indukci staurosporinem ale u ClpP KD hladina p21 ještě vzrostla 
a maximum měla okolo 6-té hodiny, zatímco u kontrolní linie došlo k nárůstu p21 až výrazně 
později. Sledoval jsem, jestli za změnou p21 nemůže být změna v aktivitě p53 právě fosforylací 
na Ser15, právě ta je totiž důležitá pro vazbu p53 do promotoru genu pro p21 (Loughery et al., 
2014). V hladině fosfo-p53 ale podobně jako v případě štěpeného PARP proteinu není mezi ClpP 
KD a kontrolní linií zřetelný rozdíl. Pravděpodobným důvodem je to, že zvýšení hladiny p21 je 
v ClpP KD buňkách způsobeno nějakým s aktivitou p53 a apoptózou nesouvisejícím jevem.   
 
4.5 – Reintrodukce ClpP v buňkách 
V dalším kroku jsem se v ClpP KD buňkám rozhodl reintrodukovat ClpP, abych ukázal, že 
změny, které jsem zaznamenal, jsou dány cíleným knockdownem ClpP a ne off-targetingem 
způsobeným použitím shRNA. Rozpěstoval jsem tedy ClpP KD linii a transientně buňky 
transfekoval plasmidem nesoucím gen pro ClpP s navázaným FLAG peptidem. Pro srovnání jsem 
další část ClpP KD linie transfekoval plasmidem nesoucím mutovaný gen pro ClpP s mutací 
457A˃G kódujícím mutantní ClpPS153A. Tato mutace zasahuje katalytický serin v aktivním místě 
proteázy. Na mutantní ClpP byl opět připojený FLAG. Transfekci jsem provedl pomocí 
Lipofectaminu 3000 a buňky jsem sklízel 48 hodin po zahájení transfekce. Následně jsem 
připravil vzorky pro SDS-PAGE a společně se vzorky ClpP KD a kontrolní linií NS jsem provedl 
SDS-PAGE, western blot a následně imunodetekoval různé mitochondriální proteiny.  
Jako první jsem na imunodetekci FLAG a ClpP dokázal, že transfekce byla úspěšná (viz 
obrázek č. 15). Je vidět, že významná část ClpP-FLAG proteinu byla patrně v ne zcela 
zprocesovaném stavu. Současně je patrné, že ClpP má v nových transfekovaných buňkách 
znatelně vyšší expresi, než jakou mělo v původní kontrolní (NS) linii.  
 Po důkazu úspěšné transfekce jsem sledoval změny na úrovni proteinů ze skupin jako 
v části 4.3. Ukázalo se, že hladina cytoskeletárních proteinů je transfekcí ovlivněna (viz obrázek 
č. 19) a proto jsem musel zvolit novou sadu kontrolních proteinů. Pro to posloužil dobře 
mitochondriální porin VDAC1, glykolytický protein GAPDH (glyceraldehyd fosfát 
dehydrogenáza), mitochondriální matrixový chaperon z rodiny proteinů teplotního šoku Grp75 





Obrázek č. 15: Důkaz úspěšné transfekce ClpP KD linie 
Úspěšnost transfekce jsem dokázal biochemicky na celobuněčných lyzátech pomocí SDS-PAGE, 
WB a imunodetekce. Značil jsem jak ClpP samotné, tak FLAG peptid, který byl na ClpP uměle 
navázán. Vlevo je značení FLAG, vpravo ClpP, v obou případech byly vzorky srovnány v pořadí 
zleva kontrolní (NS), původní linie ClpP KD před transfekcí (ClpP KD), ClpP KD 
s reintrodukovaným ClpP (ClpP KD::WT) a ClpP KD transfekováno ClpP bez proteolytické 
aktivity (ClpP KD::S153A). Je patrné, že FLAG peptid je přítomný v obou transfekovaných liniích 
a ClpP je patrné jak v NS, tak v transfekovaných liniích. ClpP má po navázání FLAG zjevně vyšší 
molekulovou hmotnost a objevuje se stejně jako FLAG ve dvou velikostech, pravděpodobně 
v závislosti na míře proběhlého procesování.  
 
Jako první skupinu jsem opět zvolil proteázy (viz obrázek č. 16). Z proteáz jsem zvolil 
sledovat změny u LONP, AFG3L2, OMA1 a podjednotky ClpX proteázy ClpXP. V případě, že by 
docházelo k substituci proteolytické aktivity komplexu ClpXP jinou proteázou, očekávali bychom 
zvýšení hladiny u linie ClpP KD, opětovné snížení po reintrodukci a opětovné zvýšení po 
transfekci KD linie mutantní formou ClpP. Tento trend ale nebyl zaznamenán u žádné z proteáz. 
U podjednotek matrixových proteáz LONP a ClpX nedošlo po reintrodukci k očekávanému 
snížení, u ClpX je snížení jen nepatrné. To odpovídá stavu, kdy hladina LONP a ClpX určitým 
způsobem reaguje na proces knockdownu ClpP, ale ne přímo na hladinu ClpP. Oproti tomu u 
proteáz vnitřní mitochondriální membrány AFG3L2 a OMA1 je patrné snížení u ClpP KD linie a 
zvýšení po reintrodukci. U obou linií s reintrodukovaným ClpP je patrná nižší hladina AFG3L2 a 
OMA1 u mutantní formy ClpP, hladina AFG3L2 je ovšem po transfekci výrazně vyšší než u 
kontrolní linie. Zde předpokládám, že pro hladinu AFG3L2 v buňce má větší vliv samotná hladina 





Obrázek č. 16: Mitochondriální proteázy reagují na knockdown a reintrodukci ClpP podle 
lokalizace v mitochondriálních kompartmentech 
Vliv KD a reintrodukce ClpP na mitochondriální proteázy jsem studoval na celobuněčných 
lyzátech pomocí SDS-PAGE, WB a imunodetekce. Vzorky byly srovnány v pořadí zleva: kontrolní 
(NS), původní linie ClpP KD před transfekcí (ClpP KD), ClpP KD s reintrodukovaným ClpP 
(ClpP KD::WT) a ClpP KD transfekováno ClpP bez proteolytické aktivity (ClpP KD::S153A). 
Značeny byly proteázy LONP, AFG3L2, OMA1 a podjednotka ClpX proteázy ClpXP. Jako 
kontrolní proteiny byly značeny mitochondriální chaperon Grp75 a glykolytický protein GAPDH. 
Zatímco podjednotky matrixových proteáz LONP a ClpX jsou po KD ClpP zvýšeny nezávisle na 
hladině ClpP, proteázy vnitřní membrány AFG3L2 a OMA1 reagují přímo na proteolytickou 
aktivitu ClpP a kopírují hladinu aktivního ClpP. 
 
Další skupinou proteinů, u kterých jsem sledoval změny hladiny po KD ClpP a následné 
reintrodukci klasické a mutantní varianty, byly podjednotky jednotlivých komplexů dýchacího 
řetězce (viz obrázek č. 17). Sledoval jsem změny u podjednotek všech pěti komplexů, mt-ND5 a 
NDUFB4 (mitochondrial NADH dehydrogenase subunits 5 and 4-β) jako podjednotky komplexu 
I, SDH A a SDH B jako podjednotky komplexu II, UQCRC1 a UQCRC2 (Ubiquinol-
Cytochrome c Reductase Core Protein) jako podjednotky komplexu III, podjednotky komplexu 
IV COX 2, COX 4 a COX 5a, a podjednotky komplexu V: ATP D jako podjednotku FO a OSCP 





Obrázek č. 17: KD i reintrodukce ClpP značně ovlivňuje hladiny podjednotek OXPHOS 
Vliv KD a reintrodukce ClpP na podjednotky komplexů dýchacího řetězce jsem studoval na 
celobuněčných lyzátech pomocí SDS-PAGE, WB a imunodetekce. Vzorky byly srovnány v pořadí 
zleva: kontrolní (NS), původní linie ClpP KD před transfekcí (ClpP KD), ClpP KD 
s reintrodukovaným ClpP (ClpP KD:WT) a ClpP KD transfekováno ClpP bez proteolytické 
aktivity (ClpP KD::S153A). Značeny byly vybrané podjednotky všech pěti komplexů dýchacího 
řetězce, na obrázku jsou seřazeny odshora počínaje podjednotkami komplexu I (mt-ND5 a 
NDUFB4), pokračuje podjednotkami komplexu II (SDH A a SDH B), komplexu III (UQCRC1 a 
UQCRC2), komplexu IV (COX 2, COX 4 a COX 5a) a konče podjednotkami komplexu V (ATP D 
a OSCP). Jako kontrolní proteiny byly značeny mitochondriální proteiny porin VDAC1 a 
glykolytický protein GAPDH.  
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Z výsledků je patrné, že různé komplexy reagují na změny exprese různými způsoby. 
Očekávali jsme, že může být odlišná reakce jaderně a mitochondriálně kódovaných proteinů. U 
podjednotek komplexu I je patrné, že zatímco jaderně kódovaná NDUFB4 má zvýšenou hladinu 
v přítomnosti ClpP, mitochondriálně kódovaná mt-ND5 je viditelně snížená pouze v případě 
overexprimovaného ClpP. Přitom by se vzhledem k povzbuzení mitochondriální translace 
prostřednictvím ClpP štěpení ERAL1 (Szczepanowska et al., 2016) dalo v přítomnosti ClpP 
očekávat zvýšení hladiny právě mitochondriálně kódovaných proteinů.  
Změny hladiny jaderně kódovaných podjednotek SDH A a SDH B komplexu II se podle 
očekávání lišili. Již dříve byla popsána vazba SDH B na ClpP a hlavně ClpX podjednotku 
komplexu ClpXP. Zatímco u SDH A jsme změnu nepozorovali, v nepřítomnosti ClpP, respektive 
jeho proteolytické aktivity, jsme sledovali znatelné snížení hladiny SDH B. Nezměněná hladina 
SDH A se shoduje s dřívějšími pozorováními, oproti tomu u SDH B jsme sledovali opačný trend, 
než autoři před mámi (Seo et al., 2016). Zatímco my sledovali úbytek, který lze vysvětlit přes 
absenci vazby survivinu na ClpXP, který současně pomáhá foldingu SDH B a jeho začlenění do 
kvartérní struktury, Seo sledoval hromadění špatně sbaleného SDH B v mitochondrii. Proč naše 
buňky ukazují opačný, než dříve popsaný trend, není v současnosti známo. Jedním z rozdílů je, že 
výzkum byl prováděn na různých vstupních buňkách (rakovinné PC3 a HEK 293).  
Jaderně kódované podjednotky UQCRC1 a UQCRC2 komplexu III měly obě zvýšenou 
hladinu po umlčení aktivity ClpP. Ty by mohli být kandidátními proteiny na substráty ClpXP 
proteázy.  
U komplexu IV dýchacího řetězce jsem sledoval změnu hladiny mitochondriálně 
kódovaného COX 2 a jaderně kódovaných COX 4 a COX 5a. Jaderně kódované COX 4 a COX 5a 
jsou v přítomnosti aktivního ClpP ve zvýšené koncentraci, i neaktivní forma ale jejich koncentraci 
zvedá. Mitochondriálně kódovaný COX 2 má silně zvýšenou hladinu u obou linií po transfekci, 
ale oproti kontrolní linii má lehce zvýšenou hladinu i ClpP KD linie. Tento trend je podobný 
trendu proteinů s chaperonovou aktivitou ClpX a LONP - je možné, že některý z nich se účastní 
správného foldingu nebo asemblace.  
Oba proteiny kompexu V, které jsem sledoval, jsou kódovány jaderným genomem. Jak 
ATP D, coby podjednotka FO části, tak OSCP, také označováno ATP 50, jako součást F1. Protein 
OSCP tvoří základ “stonku“, který propojuje FO a F1 část ATP syntázy. Přestože patří k různým 
subkomplexům, změna jejich hladiny v reakci na změnu exprese ClpP má stejný trend - zvyšuje 
se v přítomnosti ClpP. Změna je zjevně závislá na přítomnosti ClpP, ne na jeho proteolytické 
aktivitě.  
Pro podrobnější zjištění dopadu změn exprese ClpP na podjednotky dýchacího řetězce jsme 
později měřili aktivity komplexů OXPHOS pro jednotlivé linie (viz kapitola 4.8).  
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 Třetí skupinou byly opět proteiny související s apoptózou. Sledoval jsem změny hladiny 
antiapoptotického survivinu a proteinu p53. Jako kontrolní proteiny opět sloužili GAPDH a Grp75 




Obrázek č. 18: Změny po KD a reintrodukci ClpP u proteinů p53 a survivinu 
Vliv KD a reintrodukce ClpP na proteiny související s apoptózou jsem studoval na celobuněčných 
lyzátech pomocí SDS-PAGE, WB a imunodetekce. Vzorky byly srovnány v pořadí zleva: kontrolní 
(NS), původní linie ClpP KD před transfekcí (ClpP KD), ClpP KD s reintrodukovaným ClpP 
(ClpP KD::WT) a ClpP KD transfekováno ClpP bez proteolytické aktivity (ClpP KD::S153A). 
Byly sledovány změny na úrovni hladiny centrálního proteinu buněčného stresu p53 a 
antiapoototického survivinu. Jako kontrolní proteiny byly značeny mitochondriální chaperon 
Grp75 a glykolytický protein GAPDH. 
 
 
U survivinu se objevuje obdobný trend jako u SDH B, kterému survivin pomáhá 
s foldingem a asemblací (Rivadeneira et al., 2015). Je tedy možné, že právě zvýšená hladina 
survivinu v přítomnosti proteolyticky aktivní formy ClpP je zodpovědná za vyšší zvýšení hladiny 
SDH B, které je tak úspěšněji asemblováno do komplexu II a nedochází k odbourání jeho volné 
formy v mitochondriální matrix. 
U p53 došlo po transfekci k výraznému snížení exprese v obou liniích. Z toho vyplývá, že 
na změnu u p53 měl mnohem větší roli samotný proces transfekce, než přítomnost či 
nepřítomnost ClpP. Vzhledem k tomu, že p53 je centrální molekulou buněčného stresu, mohl by 
tento fakt být způsobený například tím, že zatímco ClpP KD a kontrolní NS linie byly pěstovány 
v médiu se selekčním puromycinem, v době od transfekce po sklizení linií s reintrodukovaným 
ClpP byl puromycin vysazen. Proto jsem dále ověřil dopad růstu v médiu s puromycinem proti 
médiu bez puromycinu na p53 v linii ClpP KD a kontrolní linii NS (viz kapitola 4.7). 
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Poslední skupina proteinů, u kterých jsem sledoval dopad změny exprese ClpP, byla opět 
nehomogenní skupina shrnující proteiny různých drah a funkcí v mitochondriích i mimo ně. Jde o 
mitofusin 2, účastnící se fůze vnější membrány mitochondrií při remodelaci mitochondriální sítě, 
již zmíněný ribosomální MRPS 31, protein PHB 2 (prohibitin 2) mající strukturní funkci 
v mitochondriích, mitochondriální transkrkripční faktor A (TFAM), mitochondriální chaperon 
TRAP 1 a cytoskeletární α-tubulin. Jako kontrolní proteiny byly značeny protein jaderného 
translačního aparátu eIF2-α (eukaryotický iniciační faktor 2 - α) a glykolitický protein GAPDH 
(viz obrázek č. 19).  
 
 
Obrázek č. 19: Změny po KD a reintrodukci ClpP u proteinů dalších drah a funkcí 
Vliv KD a reintrodukce ClpP na vybrané proteiny jsem studoval na celobuněčných lyzátech 
pomocí SDS-PAGE, WB a imunodetekce. Vzorky byly srovnány v pořadí zleva: kontrolní (NS), 
původní linie ClpP KD před transfekcí (ClpP KD), ClpP KD s reintrodukovaným ClpP (ClpP 
KD::WT) a ClpP KD transfekováno ClpP bez proteolytické aktivity (KD::S153A). Jako kontrolní 
proteiny byly značeny mitochondriální chaperon Grp75 a glykolytický protein GAPDH. 
 
Z výsledků je patrné zvýšení hladiny mitofusinu v přítomnosti aktivního ClpP. ClpP 
podporuje kvalitní složení mitochondrií, které v lepším stavu mohou lépe fůzovat a 
restrukturalizovat se. Strukturní protein prohibitin 2 nevykazuje žádné výrazné změny exprese.  
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Proteiny účastnící se mitochondriální genové exprese, transkripční faktor TFAM a 
ribosomální protein MRPS 31 jsou opět ve zvýšené hladině v přítomnosti aktivního ClpP, což lze 
přičíst roli aktivního odbourání inhibitoru mitochondriální translace ERAL1 právě ClpXP 
komplexem (Szczepanowska et al., 2016).  
Mitochondriální chaperon TRAP 1 který má popsanou vazbu jak se survivinem, tak s ClpP, 
má opět zvýšenou hladinu v přítomnosti aktivního ClpP. Zde jeho stabilitu podporovuje právě 
vazba na již zmíněný survivin.  
Posledním proteinem na obrázku č. 19 je α-tubulin. U α-tubulinu dochází ke změnám 
obdobným jako u p53. Proces transientí transfekce lipofectaminem měl zjevně výrazný dopad i na 
cytoskelet. Nelze ale předpokládat, že by cytoskeletární změny nějak souviseli s expresí ClpP, jde 
zde spíše o experimentální artefakt.  
 
4.6 – Příprava vzorků pro hledání interakčních partnerů ClpP 
Z obou linií po reintrodukci ClpP (mutovaného i WT ClpP) jsem izoloval mitochondrie a 
přes navázaný FLAG provedl koimunoprecipitaci proteinů s ClpP. Následně jsem z proteinové 
směsi připravil vzorky pro SDS-PAGE. Pomocí SDS-PAGE, western-blotu a imunodetekce 
FLAG peptidu jsem dokázal, že koimunoprecipitace byla úspěšná (viz obrázek č. 20). Další práci 
s koimunoprecipitátem jsem přenechal dalším členům laboratoře. Nepoškozený ClpP-FLAG váže 
především proteiny s vazbou na ClpXP, mutovaná varianta ClpP-FLAG by přes tzv. trapping 
essay měla vázat substráty ClpXP proteázy (Szczepanowska et al., 2016).  
  
 
Obrázek č. 20: Doklad úspěšné koimunoprecipitace 
Na obrázku je doklad úspěšné koimunoprecipitace. Koimunoprecipitaci jsem provedl na 
mitochondriích z ClpP KD linie, transfekovaných plasmidem s nemutovanou formou ClpP (vzorek 
ClpP KD::WT MITO IP) a mutantní formou ClpPS153A (vzorek ClpP KD::S153A MITO IP). Obě 
tyto formy měly navázaný peptid FLAG. Jako kontrolní vzorky jsem použil mitochondriální lyzát 
z linie ClpP KD (vzorek ClpP KD MITO) a koimunoprecipitát mitochondrií kontrolní linie NS 
(vzorek NS MITO IP). Vzorky jsou seřazeny zleva: ClpP KD MITO, NS MITO IP, ClpP KD::WT 
MITO IP a ClpP KD:S153A MITO IP.  
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4.7 – Vliv puromycinu na náchylnost buněk k apoptóze 
Vzhledem k výsledkům na p53 po reintrodukci ClpP jsem se rozhodl otestovat míru dopadu 
přítomnosti puromycinu v médiu na buňky, které nesou plasmid s rezistencí vůči puromycinu. 
Napěstoval jsem linii s KD ClpP a kontrolní linii NS v médiu obohaceném o puromycin. Po 
pasážování buněk jsem část buněk od obou linií pěstoval v médiu s puromycinem a část bez 
puromycinu. Buňkám jsem po osmi hodinách vyměnil médium podle stejného rozdělení a 48 
hodin od pasáže jsem buňky sklidil a připravil vzorek na SDS-PAGE. Následně jsem provedl 
SDS-PAGE, western-blot a imunodetekci p53. Jako kontrolní protein jsem značil mitochondriální 




Obrázek č. 21: Test vlivu puromycinu na hladinu p53 v buňkách 
Vliv antibiotika puromycinu na hladinu p53 v liniích nesoucích plasmid s rezistencí vůči 
puromycinu jsem testoval na celobuněčných lyzátech SDS-PAGE, WB a imunodetekce. Pro 
porovnání jsem použil dvě linie, ClpP KD a kontrolní NS. U obou linií byl části buněk na dva dny 
vysazen puromycin (linie NS netreat. a ClpP KD netreat.) a části vysazen nebyl (linie NS PURO a 
ClpP KD PURO). Jako kontrolní protein jsem značil mitochondriální porin VDAC1.  
 
  Z výsledku značení je patrné, že puromycin je zodpovědný za zvednutí hladiny p53 
v buňce. Znamená to tedy, že změny hladiny p53, které jsme zaznamenali v buňkách po 
reintrodukci ClpPWT a ClpPS153A (viz obrázek č. 18) jsou způsobeny absencí puromycinu v médiu 
od zahájení transfekce. Současně ale výsledky opět ukazují, že také absence ClpP zvyšuje hladinu 







4.8 – Charakterizace aktivit komplexů dýchacího řetězce 
Po zaznamenání změn hladin různých proteinů všech komplexů dýchacího řetězce jsem se 
rozhodl změřit aktivity komplexů I-IV. Napěstoval jsem výše popsané linie ClpP KD, kontrolní 
NS, ClpP KD::WT (ClpP KD linii po reintrodukci WT formy ClpP) a ClpP KD::S153A (ClpP 
KD linii po reintrodukci mutantní formy ClpPS153A). Pro porovnání vlivu transfekce byla použita 
kontrolní linie ClpP KD::prázdný (ClpP KD transfekovaná bez přítomnosti plasmidu). Dále mě 
zajímal i vliv overexprese ClpP v buňce HEK 293, a tak jsem čistou HEK 293 linii transientě 
transfekoval plasmidy nesoucí ClpPWT (linie HEK 293 ::ClpPWT) a mutantní formu ClpPS153A 
(linie HEK 293 ::ClpPS153A). Následně jsem z těchto linií izoloval mitochondrie a nechal jsem 
v naší laboratoři změřit aktivitu jednotlivých komplexů dýchacího řetězce. Aktivitu jsem dále 
normalizoval na 1 mg proteinu. Výsledky měření jsem zanesl do grafu (viz obrázek č. 22). 
 
   
Obrázek č. 22: Vliv exprese ClpP na aktivitu OXPHOS 
Aktivita komplexů I-IV a aktivita citrát-syntázy byla měřena na izolovaných mitochondriích 
spektrofotometricky. Jednotlivé enzymové komplexy jsou seřazeny zleva:citrát syntáza (CS), 
komplex I (NADH-ubichinon reduktáza, dále NQR), komplex II (sukcinát-dehydrogenáza, dále 
SDH), komplex III (koenzym Q:cytochrom c – oxidoreduktáza, dále QCCR) a komplex IV 
(cytochrom c oxidáza, dále COX). Aktivity byly sledovány na liniích s různou mírou exprese ClpP: 
kontrolní linie NS, ClpP KD a ClpP KD::prázdný s expresí utlumenou pomocí shRNA, linie po 
reintrodukci aktivní/neaktivní formy ClpP (ClpP KD::WT a ClpP KD::MUT) a čisté linie 
HEK 293 bez utišení, do kterých byla transfekována nová aktivní/neaktivní forma ClpP 
(HEK 293 ::ClpPWT a HEK 293 ::ClpPS153A). 
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Z výsledků je patrné, že ke změnám aktivit jednotlivých komplexů v souvislosti s mírou 
exprese ClpP dochází. U citrát syntázy, enzymu krebsova cyklu, dochází ke snížení aktivity jak 
při snížení exprese ClpP (rozdíl mezi ClpP KD a NS) tak při overexpresi aktivní formy ClpP. 
Podle toho se zdá, že systém v HEK 293 buňkách je z hlediska exprese ClpP přiměřeně vyvážen a 
významné výchylky oběma směry snižují aktivitu citrát syntázy. Překvapivě ovšem došlo ke 
zvýšení aktivity u kontrolní linie  pro reintrodukci ClpP (ClpP KD::prázdný), u které jsme 
očekávali obdobnou aktivitu jako u ClpP KD. 
K nejvýraznější změně aktivit mezi všemi liniemi a komplexy došlo u komplexu I. Zde u 
linie s overexpresí aktivního ClpP došlo k extrémnímu nárůstu aktivity. Překvapivě nejnižší 
aktivitu komplexu I nejeví linie s utišenou expresí ClpP, ale linie, které mají expresi ClpP okolo 
běžné hladiny. Tento jev, kdy k nárůstu aktivity dochází při narušení rovnováhy hladiny aktivního 
ClpP bude ještě třeba dále prozkoumat.  
U komplexů II a III je patrné výrazné snížení hladiny u linií s overexpresí obou ClpP forem. 
Ty se ale od ostatních linií liší také tím, že na nich nebyla provedena stabilní transfekce, není tedy 
zcela jasné, která z těchto změn je za tento stav u linií zodpovědná. 
U komplexu IV je patrný nárůst aktivity po overexpresi proteolyticky aktivního ClpP, a to 
jak mírné v linii po reintrodukci (ClpP KD::WT), tak silné (linie HEK 293 ::ClpPWT). 
Překvapivě ale podobný trend není patrný mezi liniemi ClpP KD a kontrolní NS, kde 




Pro studium funkce serinové peptidázy ClpP v lidských buňkách jsem testoval buňky 
HEK 293, ve kterých byl proveden stabilní knockdown pomocí shRNA. V těchto buňkách 
jsem následně ClpP transientě reintrodukoval a to jak aktivní, tak mutací inaktivovanou formu 
ClpPS153A. Dále jsem připravil linie HEK 293 s overexpresí proteolyticky aktivní ClpPWT a 
inaktivní formy ClpPS153A. Inaktivace byla určena záměnnou mutací v aktivním místě 
proteolytického serinu 153. Již dříve bylo ukázáno, že záměna serinu v pozici 153 za cystein 
nebo alanin vede ke ztrátě schopnosti proteolýzy (Kang et al., 2002). Výše uvedené linie byly 
testovány buněčně biologickými a především biochemickými metodami.  
 
Na růstových rychlostech se ukázalo, že knockdown ClpP, podobně jako knockdown 
AFG3L2 nemá na rychlost proliferace buněk vliv, zatímco knockdown ClpX ukazuje 
zpomalenou reakci na nový přísun živin.   
 
Významná část práce byla pak zaměřena na zjištění případné role ClpP v apoptotické 
dráze. Mitochondrie jsou klíčovou organelou pro průběh apoptózy. Právě z mitochondrií se 
uvolňuje cytochrom c, který aktivuje kaspázy pomocí APAF komplexu, (Li et al., 1997). Dále 
bylo zjištěno, že se do mitochondrií dostává protein p53, který pak aktivuje apoptózu i zevnitř 
(Vaseva et al., 2012). V naší laboratoři bylo již dříve ukázáno, že v přenosu p53 do 
mitochondriální matrix pomáhá adaptorový protein LACE1 (Cesnekova et al., 2016).  
V průběhu výzkumu jsem sledoval změny na úrovni exprese proapoptotických a 
antiapoptotických proteinů v buňkách s různou expresí ClpP, a indukoval jsem v linii se 
stabilním knockdownem ClpP apoptózu. Z výsledků je zřejmé, že v důsledku knockdownu 
ClpP dochází k nárůstu hladiny p53 a p21 na celobuněčné úrovni, stejně jako dochází ke 
snížení hladiny survivinu. Vazba a stabilizace survivinu prostřednictvím ClpXP komplexu 
byla popsána v roce 2016 (Seo et al., 2016). Po indukci apoptózy ale mezi ClpP KD linií a 
kontrolní linií nebyly patrné rozdíly. Proteiny p53 a p21 byly tedy pravděpodobně zvýšeny 
z důvodu většího buněčného stresu způsobeného vyřazením mitochondriální proteázy, než pro 
přímou roli ClpP v apoptotické dráze. Současně byla role v přenosu p53 do mitochondrií letos 
popsána na druhé serinové proteáze mitochondriální matrix, LONP (Sung et al., 2018). Také 
jsem ukázal, že jednou z příčin snížení hladiny p53 po reintrodukci ClpP v buňce je absence 





Dále jsem sledoval změny na úrovni hladin dalších mitochondriálních proteáz. Zatímco 
proteázy vnitřní mitochondriální membrány YME1L1, AFG3L2 a OMA1 kopírovali hladinu 
ClpP (s vlivem jak proteolytické aktivity, tak samotné koncentrace), tak ostatní podjednotky 
matrixových serinových proteáz, ClpX a LONP, byly po knockdownu ClpP stabilně ve 
zvýšené hladině, nezávisle na reintrodukci. Je známo, že mezi jednotlivými proteolytickými 
komplexy dochází ke kompetici o substráty (Anand et al., 2014) a samozřejmě může docházet 
i ke vzájemné degradaci.  
 
Hlavní část práce se pak věnovala energetickému metabolismu. Výsledky ukazují, že po 
downregulaci ClpP došlo k ovlivnění hladiny některých proteinů všech komplexů dýchacího 
řetězce, zatímco některé proteiny energetického metabolismu, konkrétně SDH A, 
glyceraldehyd 3-fosfát dehydrogenáza nebo citrát syntáza ovlivněny nebyly.  
Na úrovni aktivit jednotlivých komplexů se pak ukázalo, že nejvýraznější změna 
proběhla po overexpresi ClpP na komplexu I. Současně změny na úrovni hladiny podjednotek 
komplexu III ukazují, že se jedná o kandidátní proteiny na substráty ClpXP proteázy.  
U SDH B bylo dříve popsáno, že ClpXP proteáza se podílí na jeho správném sbalení a 
v její nepřítomnosti dochází k hromadění nesbaleného SDH B v mitochondrii (Seo et al., 
2016). Naše data oproti tomu ukazují, že v přítomnosti ClpP je celková hladina SDH B 
v buňce vyšší. To může být jeho stabilizací po asemblaci do komplexu II, díky kterému 
nedochází tak často k poškození a následnému odbourání SDH B pro něj specifickou 
proteázou kontroly kvality. Autoři článku také nezaznamenali změny na úrovni hladiny 
COX 4 podjednotky komplexu IV, zatímco na našich výsledcích byla tato změna patrná, 
stejně jako byl trend reakce COX 4 na hladinu ClpP doložen po reintrodukci ClpP v ClpP KD 
buňkách. Oproti tomu, hladina survivinu ve výsledcích obou prací korelovala s hladinou 
ClpP. Předchozí neshody ve výsledcích však zatím neumíme plně vysvětlit a jsou tedy 
podnětem k dalšímu bádání. 
 
Také jsem zaznamenal změny na dalších úrovních - protein mitofusin, podílející se na 
restrukturalizaci mitochondriální sítě, proteiny účastnící se mitochondriální genové exprese 
(MRPS 31, TFAM), a také změnu na úrovni mitochondriálního molekulárního chaperonu 
TRAP1. Změny na úrovni proteinů účastnících se mitochondriální genové exprese jsou 
pochopitelné z několika důvodů. Jedním je fakt, že TFAM a ClpX leží pravděpodobně v jedné 
dráze (Kasashima et al., 2012) a současně TFAM v nepřítomnosti ClpP není navázán na DNA 
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a je odbourán LONP (Lu et al., 2013), přičemž u obou proteáz došlo k ovlivnění. Druhým 
jevem, který je také zodpovědný za změny v mitochondriální genové expresi je výše zmíněná 
vazba ERAL1 na mitochondriální ribosom. V nepřítomnosti ClpP není ERAL1 odbourán a 
inhibuje tak mitochondriální translaci (Szczepanowska et al., 2016). Navzdory těmto změnám 
jsem ale nezaznamenal jednotný trend mezi mitochondriálně kódovanými proteiny. Zatímco u 
mt-ND5 dochází ke snížení především po reintrodukci ClpP, u COX 2 došlo po reintrodukci 
ClpP naopak k silnému nárůstu hladiny. Změny COX 2 kopírují změny ostatních podjednotek 
komplexu IV dýchacího řetězce, zatímco změna hladiny mt-ND5 jde proti změně druhé 
sledované podjednotky komplexu I, NDUFB4. Také je třeba přiznat, že pro kvalifikovanou 
analýzu by bylo vhodné zaznamenat data pro více mitochondriálně kódovaných podjednotek 
OXPHOS, než jen dvě z celkových třinácti.  
Mitofusin je protein, nacházející se ve vnější mitochondriální membráně. Jeho funkcí je 
fůze mitochondrií, která je nezbytná pro dynamiku mitochondriální sítě. Je známo, že 
proteáza vnější mitochondriální membrány USP30 ho vede k degradaci (Yue et al., 2014), je 
ale současně těžké si představit, jak by s ním mohla přímo interagovat matrixová proteáza. 
Změny na jeho úrovni pravděpodobně souvisí s kvalitou mitochondrií, která se po vyřazení 
ClpP snižuje.  
V situaci zhoršení stavu mitochondrií bychom očekávali zvýšení hladiny proteinů 
teplotního šoku, kam spadá například chaperon TRAP1. U toho ovšem byla popsaná vazba na 
ClpXP komplex, se kterým spolupracuje (Seo et al., 2016), a i naše výsledky ukazují, že se 
















Cílem této práce bylo charakterizovat dopad utišení ClpP na buňky HEK 293 na 
různých úrovních. Nejprve jsem shrnul současné poznatky o mitochondriálních proteázách 
přítomných v lidských buňkách s důrazem na podjednotky ClpX a ClpP matrixové proteázy 
ClpXP. Poté jsem studoval změny na buňkách s postranskripčně utišenou expresí ClpP a 
následně provedl “rescue“ experiment, kde jsem ClpP v buňkách s utišenou expresí 
reintrodukoval. Pro srovnání jsem buňky s utišeným ClpP transfekoval také proteolyticky 
mutantní, neaktivní formou ClpPS153A. Bylo patrné, že většina změn souvisí přímo 
s proteolytickou aktivitou ClpP. Hypotézu o roli ClpP v mitochondriální části apoptotické 
dráhy mé výsledky nepotvrdili. Naopak se zdá, že na rozdíl od druhé serinové proteázy 
LONP, nemá peptidázová podjednotka ClpP v regulaci apoptotické dráhy významnou roli. 
Oproti tomu jsem v nepřítomnosti ClpP pozoroval změny hladiny jednotlivých podjednotek 
všech pěti komplexů dýchacího řetězce, což podporuje současnou hypotézu, že ClpP slouží 
jako důležitý protein kontroly kvality mitochondriálních proteinů a jeho nepřítomnost má na 
buňky negativní dopad. Současně výsledky ukazují, že ClpP má důležitou roli i v regulaci 
mitochondriální transkripce, protože ovlivňuje hned několik proteinů mitochondriálního 
transkripčního aparátu. Také jsem našel některé kandidátní proteiny na substráty ClpXP 
proteázy a pomocí koimunoprecipitace připravil vzorky, jejichž studium bude součástí 
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